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Résumé

RESUME

En Haiti, de nombreux sols sont fortement calcaires et a pH alcalin, ce qui représente une
contrainte a la productivité des cultures. Piriformospora indica (Synonyme : Serendipita
indica), est un champignon basidiomycéte endophyte qui colonise les racines de
nombreuses especes de plantes hotes, promouvant la croissance végétale (Qiang, Weiss,
Kogel, & Schafer, 2012), améliorant la nutrition minérale (Johnson, Alex, & Oelmiller,
2014) et accroissant la tolérance de 1I’hote a divers stress biotiques et abiotiques (Johnson
et al., 2014). Il protege aussi les plantes contre certains éléments toxiques (Gill et al.,
2016). Ce champignon possede la capacité de croitre en culture axénique et en présence
de fortes concentrations en carbonate de calcium (Basu et al., 2016). La présente étude
vise a analyser I’effet de P. indica sur la croissance du poireau (Allium porrum L.,) dans

un substrat calcaire.

Le poireau a été cultivé dans un substrat composé de tourbe et de vermiculite en
proportions 1/1 et contenant diverses concentrations de carbonate de calcium, allant de 0
a 10% (p/p). Nous avons réalisé le repiquage du champignon en milieu solide (CM+agar)
et en milieu liquide. La croissance du champignon a été observée pendant 3 a 4 semaines.
Il croit de maniére concentrique dans les boites de pétri et se développe également en
milieu liquide, en produisant un mycelium d’aspect blanchatre. On a pu constater que le

champignon croit beaucoup plus vite en milieu agité qu’en milieu stationnaire.

Pour les expériences réalisées sur poireau, I’inoculum fongique a été préparé a I’obscurité
et a une température de 25°C, en milieu liquide placé sur un agitateur rotatif ajusté a une
vitesse de 100 revolutions par minute. L’inoculation a eu lieu deux semaines apres le
semis. L’expérience a éte realisée dans une serre de la Faculté de foresterie, de
géographie et de géomatique (FFGG) de I’Université Laval. Nous avons divisé le champ
expérimental en deux parties en réalisant une expérience en split plot (parcelles divisées)
ou I’inoculation a deux niveaux (inoculé, non inoculé) a été considérée comme parcelle
principale et la concentration de carbonate de calcium a 4 niveaux [0, 1, 5 et 10% (p/p)] a
été placée en sous parcelle. L expérience a comporté six répétitions et 8 traitements pour

un total de 48 unités expérimentales. La fertilisation a été réalisée une fois par semaine a

Vi



Résumé

I’aide d’une solution de Hoagland pauvre en phosphore, a raison de 21 ml de solution par
pot. On a pu observer la croissance des plantes et prendre des données tout au long de la

conduite de I’expérience

La hauteur des plantes a été mesurée 2, 3 ,4 et 8 semaines aprées I’inoculation. Jusqu’a 4
semaines apres I'inoculation, les plantes cultivées a 0% (p/p), présentent une hauteur
significativement différente de celles qui ne sont pas inoculées en utilisant un test de
Tukey (P<0.05). Par contre, 8 semaines apres | inoculation, on n’a pas observé d effet

évident du champignon sur la croissance du poireau.

Mots clés: Piriformospora indica, Croissance, inoculation, dose de carbonate de
calcium, Poireau, substrat calcaire, colonisation racinaire, Symbiose, nutrition minerale,

stress biotique et abiotique.
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Introduction

I.  INTRODUCTION
1.1. Problématique

En Haiti, I’agriculture représente plus de 21% du PIB et constitue la principale source
d’activité génératrice d’emplois et de revenus (IHSI, 2015). Cependant, la dégradation
des sols a I’échelle du pays limite la productivité des cultures. Cette dégradation
accéléree des sols est due a I’érosion et a la forte pression démographique exercée sur les
ressources naturelles. Les sols qui prédominent sont majoritairement des sols calcaires et
sont issus des roches sedimentaires. Ils couvrent environ 80 % de I’ensemble du
territoire, le reste étant constitué de matériaux d’origine volcanique (Bellande, 2009).
Dans les conditions de sol calcaire, les plantes ont du mal a puiser les éléments nutritifs
dont elles ont besoin pour assurer leur croissance et leur développement. Le calcaire
bloque I’assimilation du fer et de certains autres éléments nutritifs. Cela entraine la
chlorose des feuilles qui limite I’activité photosynthétique et réduit ainsi le rendement. Le
calcaire rend également insoluble les composés phosphatés dans le sol. La nutrition
minérale de la plante s’en trouve ainsi entravée. Les carences qui en résultent

représentent une contrainte a la production agricole.

La symbiose mycorhizienne peut étre exploitée pour améliorer le rendement des cultures
dans les conditions de sol en Haiti. Elle peut contribuer a pallier les problemes de

carence en éléments nutritifs observées chez les plantes cultiveées.

De nombreuses recherches effectuées sur les mycorhizes montrent I’importance de la
symbiose mycorhizienne pour la nutrition minérale des plantes et pour la protection
contre certains facteurs biotiques et abiotiques (Duponnois et al., 2012). En effet, cette
symbiose contribue a la croissance et a la protection de la plante contre divers facteurs
environnementaux. Les champignons mycorhiziens améliorent la qualité du sol en
favorisant la diversité de sa microflore. De plus, ils jouent un réle important dans le
processus d’agrégation des particules de sol en stimulant I’activité microbienne. lls

contribuent a améliorer la stabilité des écosystemes (Duponnois et al., 2012).
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Introduction

En dépit des travaux réalisés sur la mycorhization en Haiti, I’importance de la symbiose
mycorhizienne reste encore mal connue par les agriculteurs. La présente étude a pour but
d’analyser I’effet du champignon endophyte Piriformospora indica sur la croissance du
poireau (Allium porrum L.,) dans un substrat calcaire. Ce champignon est facilement
cultivé en milieu de culture et croit sur des milieux artificiels. Cette étude vise a apporter

une contribution aux différents travaux effectués en Haiti sur la symbiose mycorhizienne.

Cette étude s’avere importante pour les agriculteurs dans la mesure ou elle pourrait

contribuer a améliorer les conditions de sol en Haiti

Le présent document comprend I’hypothese de recherche, les objectifs, la revue de

littérature, les matériels et méthodes, les résultats et discussion et enfin une conclusion.
1.2.0bjectif de I’étude
1.2.1. Objectif principal

Le travail consiste a analyser I’effet du biofertilisant Piriformospora indica sur la

croissance du poireau (Allium porrum, L.,) dans un substrat calcaire.
1.2.2. Objectifs spécifiques
De maniere spécifique, le travail consiste a :

> Etudier les caractéristiques du Piriformospora indica

> Faire pousser le champignon en milieu solide et en milieu liquide

> Réaliser un test d’inoculation sur le poireau

» Mesurer des parametres de croissance des plantes et prélever des échantillons de

racines en vue de déterminer le taux de colonisation racinaire

1.3.Hypothése

Dans le cadre de ce travail de recherche, on admet que le Piriformospora indica a la
capacité de promouvoir la croissance du poireau (Allium porrum L.,) dans un substrat

calcaire.
1.4.Intérét de I’étude

De nombreuses études effectuées dans le monde montrent I’importance des champignons

mycorhiziens dans I’agriculture. Piriformospora indica pourrait contribuer a améliorer le
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rendement des cultures en Haiti. La présente étude a pour intérét de contribuer a

renforcer les différents travaux realises sur la mycorhization en Haiti en vue de palier les
problemes de fertilité et de dégradation des sols a I’échelle du pays.
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Révue de litterature

Il. REVUE DE LITTERATURE
2.1. Généralités sur la symbiose mycorhizienne
2.1.1. Contributions des partenaires

La symbiose mycorhizienne se définit comme étant une association a long terme basée
sur des échanges réciproques entre les racines des végétaux et certains champignons du
sol (Duponnois et al., 2012). Certaines especes végeétales ne peuvent croitre qu’en
présence de leur symbionte fongique. Cependant, la symbiose mycorhizienne est
rarement observée chez certaines familles de plantes comme les cruciféracées et les

chénopodiacées.

Les champignons ayant la capacité de s’associer aux racines des plantes pour former
cette symbiose sont connus sous le nom de champignons mycorhiziens et I’organe formé
entre les deux partenaires au cours de cette association symbiotique porte le nom de
mycorhize (Plenchette, 2005). Il s’agit d’une relation mutuellement bénéfique grace a
laquelle chaque partenaire optimise son développement. Le champignon tire des végétaux
une partie des substances carbonées formées au cours de la photosynthese et utilise ces
substances pour son métabolisme (Peter et al ,2013). Le carbone organique obtenu de la
plante permet aussi au champignon de synthétiser et d’excréter dans le sol des molécules
comme la glomaline qui procurent au sol une meilleure structure et une teneur plus élevée
en matiéere organique (Duponnois et al., 2012). Le champignon, de son c6té, améliore la
nutrition hydrique et minérale de la plante hote car ses hyphes sont capables d’explorer

un volume de sol plus important que le volume exploré par les racines.
2.1.2. Importance de la symbiose mycorhizienne

La symbiose mycorhizienne favorise une meilleure utilisation de I’eau par la plante en
raison du volume de sol exploré par les hyphes extra racinaires (Duponnois et al., 2013).
Au cours de cette symbiose, les plantes développent une certaine résistance contre les
attaques de certains agents pathogénes (Garbaye, 2013)

La symbiose mycorhizienne contribue a améliorer le transport des eléments minéraux

nutritifs peu mobiles dans le sol comme le phosphore vers la plante héte (Duponnois et
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al., 2013). Cet élément peut étre immobilisé par le calcium, le fer et I’aluminium en
fonction du pH du sol. (Duponnois et al., 2013)

Au cours de cette symbiose, le champignon forme dans le sol un mycélium
extramatriciel ayant la capacité d’occuper un volume de sol supérieur a celui occupé par
le systeme racinaire des plantes et de mobiliser des éléments nutritifs a partir des
minéraux primaires favorisant ainsi la nutrition phosphatée des plantes. (Duponnois et al ,
2012).

La symbiose mycorhizienne joue un réle important dans I’évolution des écosystemes
dans le temps et dans I’espace. Grace au réseau mycélien formé dans le sol, plusieurs
especes Vvégétales peuvent coexister et les champignons mycorhiziens contribuent a
améliorer la productivité et la biodiversite végétales au niveau de ces écosystemes.
(Duponnois et al., 2013). La symbiose mycorhizienne intervient dans la minéralisation de

la matiere organique du sol (Duponnois et al., 2013).
2.1.3. Facteurs qui influencent la symbiose mycorhizienne dans le sol
2.1.3.1. Conditions édaphiques

Les éléments édaphiques qui influent sur la symbiose mycorhizienne du sol sont le pH,
I’humidité, la température et I’aération. C’est le pH qui gouverne I’assimilabilité des
éléments dans le sol. Certains champignons tolérent un pH se situant aux alentours de la

neutralité et d’autres préferent un pH acide pour la germination de leurs spores.
2.1.3.2. Pratiques culturales

L’agriculture moderne utilise des intrants chimiques pour maximiser le rendement des
cultures. Ces pratiques finissent par avoir un impact négatif sur la flore microbienne et

diminuent du méme coup le potentiel mycorhizogene des sols.
2.1.4. Principaux types de mycorhizes

En conditions naturelles, on distingue plusieurs types de mycorhizes selon les espéces
végétales et les écosystemes. Mais on se propose dans le cadre de notre travail d’établir la

différence entre les deux principaux types.
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2.1.4.1.Les ectomycorhizes

Ce sont des champignons qui colonisent les racines de I’hote de facon intercellulaire et
forment un manchon fongique au niveau des racines. Ces champignons ne pénétrent
pas a I’intérieur des cellules de la plante hdte mais les hyphes pénétrent dans la racine et
se développent entre les cellules épidermiques de I’hdte en formant autour des cellules
corticales, un systeme complexe qu’on appelle le réseau de Hartig (Fig. 1). Ces types de
symbiotes peuvent généralement étre cultivés de facon axénique (Duponnois et al., 2013).
Généralement présent dans les zones forestieres des régions tempérées, méditerranéennes
et boréales, ce type de symbiose se retrouve principalement chez les dicotylédones
(Gollotte et al., 2002)

2.1.4.2. Les mycorhizes a arbuscules

Les mycorhizes a arbuscules représentent la forme de symbiose la plus répandue. Ces
champignons colonisent les racines de I’hote de fagon intracellulaire (Figure 1).
Contrairement aux champignons ectomycorhiziens, ces champignons ne forment pas de
manchon fongique autour des racines. Au début de la colonisation, la structure qui
favorise la pénétration du champignon dans la plante héte est |'appressorium. Les hyphes
ont la possibilité de pénétrer a I’intérieur des cellules de I’h6te en formant des structures
appelées arbuscules ou vésicules ou hyphes spiralés (Grandcourt, 2003). Au moment de
la colonisation des racines, les vacuoles des cellules racinaires diminuent de volume
contrairement au cytosol dont le volume reste stable. Les arbuscules se forment par
ramification répétée des hyphes. Ces champignons forment des hyphes extra racinaires et
ces hyphes sont considérés comme étant une extension des racines (Garbaye, 2013). Ces
hyphes extra racinaires explorent le sol et constituent ce qu’on appelle la phase extra
matricielle. Cette association est pressente chez plus de 80% des plantes terrestres
(Sahraoui, 2013).

Page 6



Révue de litterature

Ectomycorrhiza Arbuscular mycorrhiza

Mantle

' B

A

Figure 1. Schéma montrant la différence entre les ectomycorhises et les endomycorhises

Adapté de (Malbreil, 2014)
2.1.5. Définition du champignon endophyte

Les champignons endophytes se définissent comme étant des organismes qui colonisent
asymptomatiquement les tissus internes de leurs hétes. Autrement dit, ce sont des
organismes qui, ont la capacité de coloniser les organes internes de leurs hotes sans
causer le moindre préjudice. Ce type de relation symbiotique existe depuis I’émergence
des plantes vasculaires datant de 400 millions d’années environ (Duponnois et al., 2013).

Ces champignons sont présents dans tous les écosystemes terrestres.
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2.2. Classification de P. indica

Piriformospora indica est un champignon basidiomycete endophyte appartenant a la
classe des agaricomycetes et a I’ordre des Sebacinales. La classification de P. indica a été

détaillée dans le tableau suivant :

Tableau 1 Classification de Piriformospora indica

Régne Champignon

Division Basidiomyceéte

Classe Agaricomycete

Ordre Sébacinales

Famille Sebacinaceae

Genre Piriformospora

Espece Serendipita indica (Rabiey et al., 2017)

2.3. Historité de P. indica

Piriformospora indica (Synonyme: Serendipita indica) a été isolé dans le désert de Thar
en Inde par le professeur Ajit Varma ou il était associé a un grand nombre de xérophytes
comme Prosopis juliflora et Zizyphus numularia (Gosal et al., 2013). Le nom de P.
indica a été donné a ce champignon en raison des caractéristiques de ses spores en forme
de poire. Piriformospora indica est un champignon basidiomycete endophyte qui
entretient des relations symbiotiques avec une large gamme de plantes, améliorant la
nutrition minérale (Johnson, Alex, & Oelmuller, 2014) et accroissant la résistance des
plantes aux stress biotiques et abiotiques (Johnson et al., 2014). Il protége aussi les

plantes contre la toxicité de certains éléments.
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2.4.Biologie de P. indica

Ce champignon colonise les racines des plantes de fagon intracellulaire et forme des
hyphes extraracinaires. Ces derniers permettent aux plantes d’avoir acces a des éléments
qui, sans la présence de ce champignon, seraient inaccessibles. Pririformospora indica
croit sur différents types de milieu de culture (solide et liquide). Il produit des spores
asexuées appelées chlamydospores qui résultent du renflement des parties terminales des
hyphes. Ce champignon peut étre cultivé axéniquement et dans des milieux contenant

de fortes concentrations en carbonate de calcium (Basu et al. 2016).
2.5. Caractéristiques morphologiques
2.5.1. Hyphes

Chez le Piriformospora indica, les hyphes sont a paroi mince et non pigmentee. Les
dimensions des hyphes varient en fonction des conditions de culture. Le diametre des
hyphes est compris entre 0,6 um a 3,5 um quand il est cultivé dans des milieux
complexes (Kost & Rexer, 2013).Les hyphes sont réguliérement septés mais le nombre
de noyaux par cellule n'est pas fixe. D’une fagon genérale, le nombre de noyaux est
compris entre 2 a 6 par cellule (Kost & Rexer, 2013). Parfois, les hyphes sont reliés entre

eux par plusieurs anastomoses.
2.5.2. Mycélium

Piriformospora indica peut étre cultivé sur plusieurs types de milieux (Kost & Rexer,
2013). La forme du mycélium varie en fonction de la composition des nutriments du
milieu de culture et des conditions de culture (milieu solide ou liquide). En milieu solide,
le mycélium croit de maniére concentrique et recouvre de fagcon homogene le milieu
gélosé (Kost & Rexer, 2013).

2.5.3. Chlamydospores

Les spores retrouvées chez le P. indica sont des chlamydospores. Ces derniéres résultent
de la différenciation des hyphes. Elles sont formées par un renflement des parties
terminales des hyphes. Les spores ont la forme dune poire. La taille des
chlamydospores est comprise entre 14 um a 25 um de longueur et de 9 uma 17 um de

largeur (Kost & Rexer, 2013). Au point de formation des chlamydospores, les hyphes
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sont irrégulierement gonflés (Kost & Rexer, 2013. Le nombre de noyaux généralement
retrouvés au niveau des chlamydospores est compris entre 8-25 (Kost & Rexer, 2013) .
Au moment de la germination, les chlamydospores forment un tube de germination

donnant naissance a des hyphes (Kost & Rexer, 2013).
2.6. Role de P.indica dans la nutrition minérale des plantes

Du point de vue quantitatif, on regroupe les éléments nécessaires a la croissance végétale
en deux catégories : les macroéléments et les microéléments. Certains €léments peuvent
étre complexés par d’autres : par exemple, le calcium peut entrainer une précipitation du
phosphore dans les sols alcalins. En plus des interactions entre les éléments, il y a aussi
toute une gamme de microorganismes au niveau de la rhizosphére qui peuvent entrer en
compétition avec les plantes pour les éléments nutritifs. La plante doit puiser les eléments
nutritifs dans le sol pour assurer sa croissance (Unnikumar et al., 2013). Piriformospora
indica joue un role important dans le transport, dans la mobilisation et dans la
translocation des éléments minéraux tout en favorisant I’assimilation de ces éléments par

les plantes (Unnikumar et al., 2013).
2.6.1. Acquisition du phosphore

Le phosphore représente I’un des éléments majeurs pour la plante. Il est indispensable
aux cellules vivantes vu qu’on le retrouve dans I’ADN, dans I’ARN, dans I’ATP et dans
les phospholipides. En cas de carence au niveau de la zone rhizosphérique, les plantes
arrivent a absorber pres de 90 % du phosphore dont elles ont besoin grace aux
champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) (Oehl et al., 2011). Il représente
environ 0,5% du poids sec de la cellule végétale et joue de nombreux roles dans la
régulation, la structure et le transfert d'énergie (Johnson et al., 2014). Les plantes ne
peuvent pas accéder directement au phosphore présent dans le sol car il est souvent

complexé par d’autres éléments.

L acquisition du phosphore par les plantes peut s’effectuer par absorption directe, ainsi
que par absorption indirecte grace a la symbiose avec les champignons mycorhiziens
(Johnson et al., 2014). P. indica a la capacité de mobiliser le phosphore au-dela du
systeme racinaire de la plante et assure sa translocation vers la plante hote par
I’intermédiaire des hyphes extra radiculaires (Kumar et al., 2011). Ces hyphes ont la
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capacité d’altérer les formes complexes de phosphore et de le rendre disponible pour les
plantes (Varma et al, 2012). Piriformospora indica est capable de secréter des
phosphatases, enzymes qui solubilisent les phosphates complexés par des acides
humiques et les rend disponibles a la plante héte (Oelmiller et al., 2009). Yadav et al.
(2010) ont révélé que le réle de P. indica dans le transport du phosphore est di a un géne
nommé PiPT (P. indica-phosphate transporter) retrouvé au niveau des hyphes extra
racinaires. Les hyphes extra-radiculaires représentent donc le site initial de I'absorption

de phosphate dans le sol.
2.6.2. Mobilisation des microéléments

Les microéléments participent a la nutrition des plantes bien qu’ils soient nécessaires en
tres faibles quantités. La majorité des micro eléments jouent un réle important dans la
photosyntheése, dans la constitution des enzymes, dans la formation des chlorophylles et
d’autres molécules essentielles a la vie végétale. Les éléments comme le fer, le bore, le
cuivre, le zinc, le molybdene, le manganése et le chlore constituent les principaux
micronutriments essentiels pour la croissance et le développement des cultures. Ils jouent
également un réle de cofacteurs pour plusieurs enzymes impliquées dans le systéeme de
transfert des électrons (Johnson et al., 2014). P. indica a la capacité d’extraire, de
mobiliser et de transporter les micronutriments du sol et de les rendre disponibles pour les
plantes (Johnson et al., 2014). Piriformospora indica joue également un réle de

protection pour la plante contre la toxicité de ces éléments (Gill et al, 2016).
2.7. Role de tolérance au stress biotique et abiotique
2.7.1. Stress biotique

Piriformospora indica améliore la croissance des plantes tout en leur conférant une
certaine protection contre un grand nombre de facteurs de stress biotiques tels que les
champignons pathogenes, les bactéries et les virus (Johnson et al., 2014). P. indica
contribue a stimuler les défenses naturelles des plantes contre les agents phytopathogenes
du sol (Gill et al., 2016). Ce champignon joue un réle important dans la bioprotection des
plantes (Johnson et al., 2014). P. indica augmente la résistance de I’orge contre la
pourriture des racines causée par Rhizoctonia solani. Ce champignon accroit la résistance

d’Arabidopsis contre les champignons pathogénes foliaires comme Golovinomyces
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orontii qui est responsable de la maladie du mildiou (Gill et al., 2016). (Johnson et al.,
(2014) ont révélé que P indica accroit la résistance du mais contre le parasite racinaire

Fusarium verticillioides (Tableau 2).

Tableau 2 Maladies de certaines plantes contrélées en raison de la colonisation des racines par
P. indica

Maladies Pathogénes Plantes

1.-Mildiou pulvérulent Blumeria graminis f.sp. Orge
hordei

2.- Pourriture des racines de = Fusarium graminearum Orge

Fusarium

3.- Mosaique de feuilles Pepino mosaic virus Tomate

jaunes

4.- Rhizoctonia pourriture = Rhizoctonia solani Orge

des racines

5.- Maladies des racines Fusarium verticilioides Mais

6.-Mildiou Golovinomyces orontii Arabidopsis

Adapté de (Johnson et al., 2014)
2.7.2. Stress abiotique

Les facteurs abiotiques les plus fréquents qui entravent la croissance, le développement

et la productivité des plantes cultivées sont la salinité et la sécheresse du sol.

La salinité est due a la présence des ions Na * et CI" dans le sol. Ces ions finissent par
réduire la disponibilité, la mobilité et la translocation des ions comme Ca?* et K* dans les
parties en croissance de la plante, affectant ainsi la qualité des organes végétatifs et

reproductifs (Johnson et al., 2014).

En cas de sécheresse, les plantes ont tendance a fermer leurs stomates et cette réponse de

la plante a la sécheresse influe sur la capacité photosynthétique de la plante et entraine du
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méme coup une répression de la croissance (Tanha et al , 2014). (Johnson et al., 2014)
ont révélé que P. indica survivait a une concentration en sel de 200-400 mM sous
conditions de culture in vitro. Mais la croissance du champignon est inhibée a une
concentration en sel de 438 mM (Varma et al, 2012). P. indica ameéliore la croissance de
certaines graminées comme le riz le blé, I’orge a une concentration en sel comprise entre
100 mM & 300 mM Ce champignon favorise également une meilleure germination des
graines de Iégumes comme le chou, I’endive, le radis et I’oignon (Tableau 3)

Tableau 3 .Tolérance au stress abiotique de certaines plantes colonisées par P. indica

Plantes Stress abiotique

Orge NaCl (300 mM)

Blé NaCl (300 mM)

Riz NaCl (300 mM)

Arabidopsis Sécheresse

Légumes Faible température (inférieure a 4°C)
Orge NaCl (300 mM)

Chou Secheresse

Adapté de (Johnson et al., 2014)
2.8. Synergie de P. indica avec d’autres microorganismes

Piriformospora indica interagit avec d’autres micro-organismes pour améliorer la
protection des plantes contre les stress environnementaux (Gill et al., 2016). Ce
champignon interagit avec un groupe diversifié de micro-organismes du sol dont
Sebacina vermifera, Pseudomonas fluorescens. P indica interagit également avec
certains champignons de la classe des glomeromycota tels que les Glomerales, les
Diversisporales ainsi que les Archeosporales (Gill et al., 2016). P.indica accroit la

résistance de I’orge contre le fusarium. Chez la tomate , P. indica interagit avec le virus
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de la mosaique du pépino et réduit a 30% la gravité de la maladie causée par Verticillium
dahliae (Gill et al., 2016).
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I1l. MATERIELS ET METHODES
3.1. Cadre physique de I’étude

L’expérience a été conduite dans une serre de la Faculté de foresterie, de géographie et de
géomatique (FFGG) au pavillon Abitibi Price de I’Université Laval. Les conditions de
température sont de I’ordre de 25 degrés Celsius avec 70% d’humidité et une
photopériode jour/ nuit de 16/8. Dans le cadre de cette expérience, on a divisé le champ

experimental en deux parties : une partie a eté inoculée et I’autre non inoculée.
3.2. Préparation du substrat

La préparation du substrat a été faite d’un mélange de tourbe et de vermiculite en
proportions égales. Ce substrat a été choisi pour faciliter la récolte de la partie racinaire
en vue de mesurer le taux de colonisation par P. indica. Pour mélanger de fagon uniforme
les deux composantes, un malaxeur a été utilisé, puis 3.9 g de chaux agricole (provenant
de la coopération du Québec/ Seigneur Saint- Agapit) ont été ajoutés par litre de tourbe.
Ces constituants ont été mélangés pendant 45 minutes avant détre laissés au repos.

Le lendemain, le pH obtenu était de I'ordre de 6,2. De la chaux a été ensuite ajoutée a
0.1 g de substrat et un peu d eau. Le melange a été mis en agitation pendant 30 minutes.
Le jour suivant, le pH obtenu était de I'ordre de 7.5. Le substrat utilisé pour I’expérience
a été divisé en 4 parties dans lesquelles des concentrations de carbonate de calcium ont
été ajoutées : 1) 0 g de carbonate de calcium par kg de substrat (0% (p/p)); 10 g de
carbonate de calcium de calcium par kg de substrat (1% (p/p)) ; 3) 50 g par kg de substrat
et 4) 100 g par kg de substrat (10% (p/p)). Apres ajout de carbonate de calcium, les pH
des substrats étaient respectivement de 7,5; 7,8 ; 8,0; et 8,4. Apres la préparation du
substrat, 48 pots ont été remplis et chacun a été considéré comme une unité

expéerimentale.
3.3. Matériel végétal

L’expérience a fait appel au poireau (Allium porrum L.,) comme plante héte. C’est une
plante qui est facilement cultivee et on peut facilement prélever ses racines. De plus, sa

croissance est tres dépendante de la mycorhization.
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3.4. Traitement et dispositif expérimental

Il s’agit d’une expérience en split plot (Parcelles divisées) a deux facteurs ou
I’inoculation a 2 niveaux (inoculé, non inoculé) a été considérée comme parcelle
principale et le carbonate de calcium a a 4 niveaux [0, 1,5 et 10% (p/p)] a été placé en
sous parcelle. Ce qui donne un total de 8 traitements et I’expérience a été répétée 6 fois
pour évaluer I’erreur expérimentale et I’exactitude. Le nombre d’unités expérimentales

était de 48 pots dont 24 ont été inoculés et les autres non inoculés.
3.5. Culture de P. indica

Dans le cadre de cette expérience, on a fait pousser le champignon sur un milieu CM
(Complex Medium). Ce dernier est composé de 50 ml de solution de sels (Tableau 4), de
20 g de glucose, de 2 g de peptone, d’un g d’extrait de levure, d’un g de Casamino acids

et de 1 ml de micro éléments (Tableau 5) par litre de solution.

Tableau 4. Préparation pour 1 litre de solution de sels

NaNO; 120
KCl 10,4
MgSO,*7H,0 10,4
KH,PO, 304

Tableau 5 Préparation pour 1 litre de solution de micro éléments

MnCI,*4H,0 6
H3BO; 1.5
ZnS0O4«7H,0 2,65
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Kl 0,75
NazMOO4*2H20 0,0024
CuS0O4*5H,0 0.13

Pour préparer le milieu solide (CM+agar), on a ajouté 15 g d’agar-agar et la stérilisation a
été effectuée a 121 degrés Celsius pendant 20 min. Apres la stérilisation, on a verse le
milieu dans les boites de pétri et ces derniéres ont été conserveées a une température de
25 degrés Celsius. En milieu solide, le mycélium du champignon croit de maniere
concentrique dans les boites de pétri et en milieu liquide, le champignon produit un

mycélium d’aspect blanchatre (Fig. 3.)

A : Croissance P. indica en milieu solide B : Croissance de P. indica en milieu

liquide

Figure 2. Croissance de P. indica en milieu solide et en milieu liquide
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3.6.Conduite de I’expérience
3.6.1. Semis

Le semis a été réalisé le 06 Février 2017 et il a consisté en la mise en place de 6 graines
par poquet. On a réalisé 3 poquets par pots et apres la levée, le démariage a été effectue
pour garder une plante par poquet, soit un total de 3 plantes par pot. Les plantes ont été
arrosées tous les 3 jours. Une solution de Hoagland pauvre en phosphore a €té utilisée
chaque semaine. Cette solution est composée de macro éléments, d’éléments de trace et
de FEEDTA (Tableaux 6, 7 et 8).

Tableau 6. Solution de Hoagland : macro éléments

mol/I final Concentration [ 100 X] g/l
finale
Ca(NOg)* 0,007 236,1 1,6527 165,27
4H,0
KNO; 0,005 101,1 0,5055 50,55
KH,PO, 0,0002 136,1 0,02722 2,722
MgSO, 0,002 246,5 0,493 49,3

Tableau 7. Préparation pour un (1) litre d’éléments trace

H;BO3 2,8
MnCl,.4H,0 1,8
ZnS04.7H,0 0,2
CuS0,4.5H,0 0,1

NaMoO, 0,025
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Tableau 8. Préparation pour un (1) litre de FeEEDTA

EDTA .2Na 10,4
FeS0O,.7H,0 7,8
KOH 56,1

3.6.2. Production de I’inoculum

Une culture pure de Piriformospora indica (obtenu de Dr. Alga Zuccaro, Université de
Cologne) a été utilisée pour ensemencer le milieu solide et la nouvelle culture ainsi
obtenue a été utilisée a son tour pour ensemencer le milieu liquide. L’incubation en
milieu solide a été réalisée a une température de 25 degrés Celsius et celle en milieu
liquide a été réalisée a I’obscurité, a une température de 22 degrés Celsius, avec
agitation sur un agitateur rotatif ajusté a une vitesse de 100 révolutions par minute

pendant 3 & 4 semaines.
363.  Préparation de I'inoculum

Pour la préparation de I’inoculum, nous avons utilisé une cuillére stérilisée, un contenant
pour broyer le mycélium, un tamis, un contenant pour récupérer le milieu de culture et un
contenant stérile pour mettre la suspension fongique. Des tubes de 50 ml ont été
préalablement préparés dans lesquels 27ml d’eau stérile ont été versés. En dessous d'une
hotte biologique, le milieu de croissance a été versé dans le tamis placé sur le contenant
pour récupérer le milieu de culture. Pour enlever I'excés de nutriments, le mycélium a
été nettoyé avec de I’eau stérile et les mycelia ainsi obtenus ont été transférés dans le
récipient pour broyer. Le broyage a été effectué pendant 5 secondes, puis on a jouté de
I’eau stérile et on a mesuré la quantité deau utilisée pour broyer le mycélium. La
suspension ainsi obtenue a été transférée dans le contenant stérile, puis une quantité d’eau
stérile a été versée pour compléter le volume a 200 ml. Ce volume a été utilisé pour

préparer la dilution 1 ; 10 (3 ml de suspension dans 27 ml et cette dilution a été incubée a
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une température de 25 degrés Celsius. Les 197 ml restants ont été utilisés le méme jour

pour inoculer les plants de poireau.

Le lendemain, des dilutions sérielles ont été préparées dans de I’eau stérile, puis étalées a
la surface d’un milieu solide. Apres 4 jours d’incubation a 25°C, une dilution appropriée
a été choisie pour enumerer les propagules et ainsi estimer la densité de propagules
présentes dans I’inoculum. Le nombre de propagules obtenu était de 125*10°% Le
coefficient généralement acceptable est compris entre 1 et 10. Donc, le nombre de
propagules qu’on avait utilisé était de 1.25 * 10° par ml. Ce qui fait un total 2.5* 10°
propagules / ml de suspension par plante, soit une concentration de 7.5*10° propagules

par pot.
3.6.4. Inoculation des plants de poireau

L’inoculation des plants de poireau a été effectuée 2 semaines apres le semis en
dégageant les racines situées pres du collet et en y versant 1 ml de suspension fongique.
Les racines ont ensuite été recouvertes avec le substrat, puis 1 ml supplémentaire
d’inoculum a été versé sur le substrat, pres du collet de la plantule. Un agitateur
magnétique a faible vitesse a été utilisé pour agiter le mélange au moment de

I’inoculation. La récolte a été effectuée 8 semaines aprés I’inoculation.

3.7. Variables etudiées et moyens de collecte les donnees
Les variables mesurées et analysées ont compris la hauteur des plantes etc.
3.7.1. Hauteur des plantes

Les données collectées concernant la hauteur des plantes ont été effectuées 2, 3, 4 et 8
semaines apres I’inoculation. La hauteur a été évaluée en centimétres (cm) et mesurée

depuis le collet de la plante jusqu’au bourgeon terminal a I’aide d’une régle graduée.
3.7.2. Taux de colonisation racinaire

Quelques échantillons de racines ont été prélevés pour étre colorés suivant la méthode de
coloration racinaire décrite par Philips et Hayman et le taux de colonisation racinaire a

été calculé a I’aide d’un microscope binoculaire. Nous avons fait I’observation dans une
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boite de petrie quadrillée en 50 divisions en vue de déterminer la présence ou non des
structures fongiques a I’intérieur des racines.

3.7.3. Biomasse séche de la partie aérienne

La partie aérienne des plantes a été récoltée, séchée dans un four a 57 °C pendant 2 jours
puis pesée. La biomasse séche était évaluée en mg.

3.8. Analyse statistique

Les données ont été saisies sur Excel et analysees sur le logiciel SAS en utilisant un test
de Tukey a P<0.05.
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION
4.1. Hauteur des plantes

La hauteur des plantes a été mesurée a intervalles, soit 2, 3, 4 et 8 semaines apres le
semis. Pour ce qui est des trois premieres périodes de mesure et sans ajout de carbonate
de calcium, la hauteur des plantes inoculées a été significativement supérieure a celle des
plantes non inoculées. Cependant aucune différence significative n’a été observee quant a
la hauteur des plantes cultivées avec niveaux 1%, 5% et 10% (p/p) de carbonate de
calcium (Fig. 3, 4 et 5). Par contre, 8 semaines apres I’inoculation, aucune différence
significative ne subsistait quant a la hauteur des plantes inoculées et non inoculées a 0%
(p/p) de carbonate de calcium (Fig. 6). A tous les temps de mesure, le carbonate de
calcium ajouté a 1, 5 10% (p/p) a retardé la croissance des plantules par rapport au
traitement sans carbonate de calcium. Des études antérieures ont révélé que
Piriformospora indica améliore la croissance végétale (Qiang et al 2012, Par contre
les résultats de la présente étude n’ont pas montré une différence significative de

croissance entre les plantes inoculées et les plantes non inoculées.
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Figure 3. Hauteur des plantes en fonction des doses de carbonate de calcium, 2 semaines
apres I’inoculation

Les valeurs fournies par les barres d’histogrammes surmontées de la méme lettre

minuscule ne sont pas significativement différents d’apres le test de Tukey (P<0.05)
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Figure 4. Hauteur des plantes en fonction des doses de carbonate de calcium, 3 semaines
apres I’inoculation

Les valeurs fournies par les barres d’histogrammes surmontées de la méme lettre

minuscule ne sont pas significativement différents d’apres le test de Tukey (P<0.05)
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Figure 5. Hauteur des plantes en fonction des doses de carbonate de calcium, 4 semaines
apres I’inoculation

Les valeurs fournies par les barres d’histogrammes surmontées de la méme lettre

minuscule ne sont pas significativement différents d’apres le test de Tukey (P<0.05)
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Figure 6. Hauteur des plantes en fonction des doses de carbonate de calcium, 8 semaines
apres I’inoculation

Les valeurs fournies par les barres d’histogrammes surmontées de la méme lettre

minuscule ne sont pas significativement différents d’apres le test de Tukey (P<0.05)
4.2. Taux de colonisation racinaire

Les plantes inoculées présentent un niveau de colonisation mycorhizienne variant de 60 a
66%, ce taux variant en fonction des doses de carbonate de calcium (Fig.5). La différence
n'est pas relevée significative entre les doses de carbonate de carbonate. On a pu
constater la présence des structures fongiques a I’intérieur des cellules des racines des
plantes inoculées (Fig.6). Aucune structure fongique n’a été observée chez les plantes
non inoculées 4 semaines apreés I’inoculation. Par contre, 8 semaines aprés |"inoculation,
sur 4 plantes non inoculées prélevées, les observations ont révélé que 50%, soit 2 / 4, ont

montré des structures fongiques a I’intérieur des racines.
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Figure 7. Taux de colonisation des plantes inoculées en fonction des doses de
carbonate de Calcium

A : Plants inoculés B : Plants non inoculés

Figure 8. Colonisation des racines par P. indica

4.3. Biomasse seche de la partie aérienne

La biomasse séche de la partie aérienne des plantes a été mesurée 8 semaines apres
I’inoculation. On n’a pas observé de différence significative entre les plantes inoculées et
les plantes non inoculées (P=0.4136). La hauteur des plantes est influencée par le facteur
carbonate de calcium (Tableau 9). Aucune différence n été observée quant a la biomasse
des plantules inoculées et non inoculées a 0% (p/p). Le carbonate de calcium ajouté a
1%, 5% et 10% (p/p) a retardé la croissance des plantules. De plus, I’interaction entre le
champignon et le carbonate de calcium a été non significative. (Fig.9). Ce résultat est en
désaccord avec I’étude menée par Kumar et al. (2009) qui a révélé que, 45 jours apres
I’inoculation avec P. indica, des plantes de mais ont montré une biomasse séche 1.8 fois

plus élevée que celle de plants non inoculés.
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Tableau 9. Analyse des effets fixes

Effet DDL Num DDL Deno Valeurde F  Pr>F
Champignon 1 5 0.79 0.4136
CaCO3 3 30 13.15 <0.0001"
Champignon*CaCO3 3 30 0.40 0.7563

* Effet significatif en utilisant le test de Tukey (P <0.05)
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Figure 9. Biomasse séche de la partie aérienne des plantes en fonction des doses de
carbonate de calcium

Les valeurs fournies par les barres d’histogrammes surmontées de la méme lettre

minuscule ne sont pas significativement différents d’apres le test de Tukey (P<0.05)

Les résultats de cette étude ont montré que le champignon n’a pas influencé la croissance
du poireau. L’interaction champignon et carbonate de calcium n’a pas été significative
tant pour la hauteur que pour la biomasse séche des plantes. On n’a pas observé de

différence significative entre les plantes inoculées et les plantes non inoculées.

Les observations effectuées ont montré qu’il avait eu une contamination au niveau de la

serre. Deux sources de contamination sont possibles :
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> Laregle graduée utilisée pour prendre les mesures de hauteur pourrait servir de
source de contamination dans la mesure ou nous avons calculé la hauteur au
collet des plantes d’un pot a un autre sans tenir compte des plantes inoculées et
des plantes non inoculées. En passant d’un pot inoculé a un autre non inoculé, il
se pourrait que les chlamydospores de P.inca migrent vers les traitements non
inoculés.

> 1l se pourrait qu’il y’ait présence de souches indigenes de champignons

mycorhiziens au niveau de la serre.

Faute de temps, il n’a pas eté possible de veérifier les postulats de Koch pour préciser la
nature de la contamination observée. Il aurait convenu d’isoler le champignon
responsable de la contamination des plantes apparemment non inoculées, pour comparer

son apparence et sa capacité infectieuse a celles de P. indica.
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V. CONCLUSION

P. indica est un champignon basidiomycete qui colonise les racines de tout un éventail
de plantes hétes (Qiang et al. 2012). 1l améliore la nutrition minérale des plantes et
contribue a accroitre la tolérance des plantes aux stress biotiques et abiotiques (Johnson
et al, 2016). Ce champignon peut croitre sur divers types de milieux de culture et peut
étre facilement cultivé (Kost & Rexer, 2013). P. indica croit également sur des milieux
artificiels méme en absence de la plante hote. L’objectif de cette recherche était
d’analyser I’effet de ce champignon sur la croissance du poireau (Allium porrum L.,)

dans un substrat calcaire.

Les résultats obtenus dans le cadre de ce travail ont montré que P. indica n’a pas eu
d’effet évident sur la croissance du poireau. La plus grande valeur de biomasse et de
hauteur a été observée pour les plantes cultivées a 0% (p/p). De plus, les observations
effectuées ont montré qu'il y avait eu de contamination au niveau de la serre. 50% des
échantillons de racines de plantes non inoculées prélevées présentent des structures

fongiques comparables aux plantes inoculées.

En se basant sur les résultats de I’étude, il est conseillé d’éviter des cas de contamination
possibles avec I’utilisation des instruments de mesure et de stériliser tout dispositif congu
pour la mise en place d’une nouvelle expérience afin de mieux étudier I’effet de P. indica

sur la croissance vegétale.
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