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Introduction

En réalité la vie est encore plus abondante sous le sol que dessus. Champignons arqués,
nématodes, ver de terre, bactéries encore peu connue. Depuis le XVllle siécle, I’étude des truffes
du désert ont été occupées la pensée de nombreux chercheurs parmi eux : Trappe, Alsheikh,
Awameh, Chatin, Malengon, Morte, Chevalier, Fortas. Jusqu’a nos jours, Fortas s’intéressait
beaucoup de la truffe du désert algérien.

Les Truffes du désert, sont des ascomycetes hypogés symbiotiques qui établissent des
associations mycorhiziennes essentiellement avec des plantes herbacées ou arbustives,
géneralement de la famille Cistacées, appartenant surtout au genre Helianthemum (Zitouni,
2016). Comprennent un groupe de champignons comestibles appartenant a différents genres de
I'ordre des Pezizales dans la division Ascomycota. Les genres les plus importants sont Terfezia,

Picoa et Tirmania (Fortas, 2009).

La distribution géographique spécifiqgue de ces bioressources impressionnantes est
généralement au Afrique du nord, Moyen orient et Europe du sud, mais proliférent aussi chez
d'autre superficie du monde (extréme orient, Amérique, Australie)

Au profond, la connaissance des conditions de culture de ces champignons avec ses plantes
hotes ¢a va étre une clé pour comprendre leurs exigent dans des zones alors que d’autres et leur

effets sur la synthése et la formation des différentes associations mycorhiziennes.

Nous avons entrepris notre modeste travail a base des études expérimental publiées
réalisées sur la synthese mycorhizienne contrdlée des truffes du désert avec les plantes hotes de
genre Helianthemum, afin de déterminer comment les conditions de culture sont responsables de
contrdle et de crée la différenciation structural des mycorhizes (endomycorhize, ectomycorhize et
ectendomycorhize).
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Chapitre 1 Initiation générale sur la truffe du désert

1 Geénéralité sur la truffe du désert
1.1 Truffe du désert

Truffe du désert désigné sous le terme geénéral de « terfez » ou « Truffe de sables », sont
des fructifications souterraines comestibles « Ascomycétes ». Ils constituent une composante
majeure de la flore mycologique des écosystémes arides et semi-arides d’Afrique du nord, du
Moyen-Orient et de la Méditerranée Orientale (Awameh et Alsheikh, 1979; Awameh, 1981;
Alsheikh et Trappe, 1983a; Alsheikh et Trappe, 1983b; Chevalier et al., 1984; Fortas et
Chevalier, 1988; Fortas, 1990; Khabar, 2002; Khanaga, 2006; Trappe et al., 2008; Dib-
Bellahoual, 2012 et Loizides et al., 2012). Selon Zitouni (2016) ils établissent écologiquement
une association symbiotique mycorhizienne avec les racines de la plante héte de la famille

Cistacées herbacées annuelle ou vivaces surtout du genre Helianthemum.

Selon Chatin (1981) ces champignons hypogés ont diverses appellations vernaculaires
selon les pays arabes « Terfess, Torfaz, Torfes », selon Muhammad Ibn Ismail al-Bukhari
(1627/4 : 4208) est dite « Al-Kamae » méme le prophete Mohamed (que Priere et paix soient sur
lui) I'a aussi évoquée (Bokhary, 1987), Al-Faga’a (Bokhary, 1987). Le nom scientifique du genre
Terfezia selon Offner (1950) proviendrait plutdt du nom latin « terrae fex » signifiant
« production de la terre » (Alsheikh, 1994). Le genre Terfezia (Morte et al., 1994) a combinaison

avec autres genre tels que Picoa et Termania (Gutierrez et al., 2003) sont appellées « turmas ».

1.2 Distribution géographique de truffe du désert
1.2.1 Distribution géographique mondiale

Les truffes du désert sont répartis presque dans toutes les réservoirs du monde, on les

trouve dans le bassin méditerranéen, Moyen-Orient, Orient-extréme, Amérique.

Le continent africain représenté par 12 espéces de terfez, 9 dans 1’Afrique du nord et 3
dans I’Afrique du sud « Désert du Kalahari ». Appartenant du genre Terfezia, Tirmania, Picoa,
Delastria, Kalaharituber, Mattirolomyces et Eremiomyces (Alsheikh, 1994; Trappe et al., 2008;
Fortas, 2009; Slama, 2010b et Zitouni, et al., 2015). Et en Europe sont représenté par 20 espéces
(Chevalier, 2014) appartenant principalement au genre Terfezia (Kovacs et al., 2011a; Bordallo et

al., 2013 et Bordallo et al., 2015). Le genre Tirmania est rare représenté par une seule espece T.
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Chapitre 1 Initiation générale sur la truffe du désert

nivea (Moreno et al., 2000) et le genre Picoa par ses deux espéces (Moreno et al., 2000;
Chevalier, 2014). La distribution de genre Terfezia en Afrique et en Europe capable grace au
Péninsule Ibérique qui formé un ligature entre les deux continents, ce qui permet leur migration

des régions semi-aride et désertique d’Afrique du nord ver I’Europe (Moreno et al., 2000).

Le continent asiatique compte 4 genres de terfez: Terfezia, Tirmania, Picoa,
Mattirolomyces, répartis en Turquie, Iran et Péninsule arabique (Alsheikh, 1994; Ammarellou et
al., 2014 et Kagan-Zur et Akyuz, 2014), et méme a I’Extréme-Orient : Japon et Chine (Fortas,
1990) représenté 1’espéce Terfezia arenaria. Et le continent nord-américain contient 5 espéces de
terfez appartenant a trois genres dont deux sont endémique « Carbomyces et Stouffera » et le
troisieme « Mattirolomyces » répartis dans les foréts mésique et des habitats arides et semi-arides
(Trappe et Weber, 2001; Kovacs et al., 2011a; Moreno et al., 2012 et Trappe et al., 2014).

1.2.2 Distribution géographique en Algérie

En Algérie, la truffe du désert est partagée dans trois régions : régions semi-aride littorales
« Mostaganem (Stidia), Annaba, Taref », région semi-aride et aride steppique « Batna, Msila,
Biskra, Djelfa, Boussaada, Tlemcen (El-Aricha), Tiaret (Ksar Chellala), Saida, Naama, El
Bayadeh » et dans les régions sahariennes « Bachar, Ghardaia, Tindouf, Ouargla, Tamanrasset »
(Fortas, 1990 et Zitouni, 2016). Fortas (1990) a été ajouté aussi que, en Algérie il y a trois genres
primordiaux répartis dans des différentes régions : le genre Terfezia (terfez rouge) représenté par
Terfizia arenaria, T. claveryi et T. boudieri, Tirmania (terfez blanche) par Tirmania nivea et T.
pinoyi et le genre Picoa (terfez noir) qui renferme les trois espéces : Picoa lefebvrei, P. juniperi
et P. carthusiana. (Fortas, 1990; Fortas, 2009; Zitouni, 2010 et Zitouni et al., 2015). Zitouni et al.
(2018) signalées la présence de deux espece de terfez de genre Terfezia dans les plaines, les
hautes plaines steppique et les zones disertique Terfezia eliocrocae (Bouchouat, Tiaret,

Béchar) et Terfezia crassiverrucosa (Chrea, Tebessa et Bouchouat, Tiaret).

1.3 Taxonomie

Ces champignons classés dans la catégorie des Ascomycetes hypogé comme des fruits de
mycelium, c.-a-d. les champignons qui renferme des spores contenues dans des asques et adaptés
a la vie souterraine. Diverses classifications des terfez ont été proposées, la caractérisation et

I’identification morphologique « Macroscopique » et « Microscopique » (voir Annexe 1),
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I’analyse biochimique et 1I’étude ultra structurale sont la base traditionnelle de classer les truffes
du désert (Tulasne et Tulasne, 1851; Trappe, 1971; Krof, 1973; Trappe, 1979; Diez et al., 2002 et
Laessoe et Hansen, 2007). Fortas (2009) et Zitouni (2010) ont été révélée que toutes les especes
de terfez appartiennent a I’'une des deux familles : Terfeziaceae et Pézizaceae représentes par six

genres différents : Terfezia, Tirmania, Picoa, Balsamia, Melanogaster, Delastria.

Selon Krof (1973) classé les truffes du désert dans 1’ordre des Tubérales, mais cette
classification a été remaniée par Trappe (1979), dont I’ordre des Tubérales a été abandonné et les
familles des Terfeziaceae, des Tubéraceae et six autres familles d’especes hypogées (Pezizaceae,
Helvellaceae, Balsamiaceae, Pyronemataceae, Geneaceae, Carbomycetaceae) sont regroupées
dans 1’ordre Pezizales (Hansen et al., 2006; Laessoe et Hansen, 2007).

L’utilisation des nouvelles techniques de biologie moléculaire « PCR-RFLP, PCR-
RAPD », séquencage de I’ADNr « région ITS, 18S, 28S et 5.8S » ont retracées et révélées la
diversité genétique au sein des genres et espéces des terfez (O'Donnell, 1997; Diez et al., 2002;
Kovacs et al., 2008; Shissi et al., 2010; Trappe et al., 2010; Kovacs et al., 2011a; Kovacs et al.,
2011b et Trappe et al., 2014). Cette étude phylogénétique permet de transféré quelque genre
d’une famille a I’autre, de Terfeziaceae a celle des Pézizaceae tels que le genre Terfezia (Fortas,
2009; Zitouni, 2010 et Dib-Bellahoual, 2012). Pour la premiére fois I'identification moléculaire et
morphologique réalisé par Dafri et Beddiar (2017) enregistré la présence de I'espece Tuber
gennadii (Chatin) Patouillard 1903 en Algérie.

1.4 Cycle hypothétique de truffe du désert :

Les truffes du désert peuvent étre disséminé afin d’assurer leur progéniture, en maturité les
ascocarpes émettent des odeurs typiques comme des signaux chimiques attirant les animaux
mycophages tels que les porcs, oiseaux, suricates, élan etc. (Dib-Bellahoual, 2012). Tous les
animaux mycophages se nourrissent de corps fructiferes et disséminent les spores lors de la
défécation (Alsheikh et Trappe, 1983b; Diez et al, 2002; Laessoe et Hansen, 2007 et Trappe et
al., 2008). A titre d’exemple les ascospores de Picoa lefebvrei seraient dispersées par de
nombreuses espéces d’alouettes de coursiers et de Huppes (Laessoe et Hansen, 2007). D’autres
auteurs assez egalement suggerent un autre mode de dissemination des spores comme |’effet de

I’abrasion des particules de sable libere les ascospores et le vent se charge de les emporter plus
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loin pour infecter d’autres sites (Trappe et Castellano, 1992; Fortas et Chevalier, 1992; Alsheikh,
1994; Diez et al., 2002 et Trappe et al., 2008)

Des diverses propositions ont été décrit. Certains auteurs signaux que le cycle de vie des
terfez est mal connu et certains étapes du cycle sont hypothétique (Fortas, 1990; Roth-Bejerano et
al., 2004; Kagan-Zur et Roth-Bejerano, 2008 et Kagan-Zur et al., 2008) et suggérent un modeéle
de deux phases, phase végétative et I’autre reproductrice. Fortas (2009) montré que le cycle de
vie des terfez se déroule enticrement dans le sol et dépend d’une plante hote avec laquelle ce

champignon forme une association mycorhizienne (Fig. 1).

— = Mycélium
ij’ g j : homocaryotiqus
/}j\ 1A
=7
Z =
Asque @ =
contenant des g_’ = 2

ascosporces @
D e

Ascocarpe
de terfez

Maturation

_le2>=
Mycelium
héterocaryotique

Figure 1: Cycle hypothétique de vie du terfez du genre Terfezia (Fortas, 1990).

C‘%&\;%

Selon Kagan-Zur et Roth-Bejerano (2008) et Kagan-Zur et al. (2008) le cycle biologique

hypothétique des truffes du désert Terfezia et Tirmania est comme suivant:

Le mycélium homocaryotique primaire nait a partir de la germination des ascospores aprés
I’altération de leurs parois épaisse, qui destiné soit par la voie vegétative et etablit une association
mycorhizienne au voisinage des racines de plantes appartenant a la famille des Cistacées, soit par
plasmogamie ou il produit un mycélium secondaire hétérocaryotique avant que I’infection de

1I’hGte se produise. Les mycorhizes ainsi formé, vont émettre a leur tour des myceliums qui vont
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apres enchevétrement, donner des primordiums qui apres caryogamie et méiose donneront

naissance a des terfez matures.
1.5 Conditions bioécologique de truffe du désert

La vie des truffes du désert peut étre influencée par plusieurs facteurs parmi eux les trois
éléments clés qui aboutissent a la formation des terfez se sont : le sol, le climat comme des
facteurs abiotique et la plante hdte comme facteur biotique qui favorisent ou inhibent la
production d’ascocarpes (Murat, 2004; Fortas, 2009; Dib-Bellahoual, 2012 et Zitouni, 2016). Car
la caractérisation bioécologique, a travers quelques parametres physico-chimique et climatique
est jugée utiles pour connaitre les caractéristiques des sites ou poussent ces champignons

ascomycetes mycorhiziennes (Bradai et al., 2013).

1.5.1 Facteur édaphique

Les caractéristiques physico-chimiques exercent une action prépondérante sur la croissance
de ces champignons. Est un facteur édaphique capital pour le développement des terfez (Fortas,
2009). Selon (Zitouni, 2010) cité que la majorité des chercheurs parmi eux (Kiraly et Bratek,
1992; Taylor et al., 1995; Kagan-Zur, 1998; Hussain et Al-Rugaie, 1999; Khabar et al., 2001;
Diez et al., 2002; Khabar et Najim, 2004 et Mandeel et Al-Laith, 2007) montrent que les terfez
affectionnent des sols sablonneux, bien aérés et Iégers permettant une meilleure circulation des
éléments minéraux, alcalins ou acides et relativement pauvre en matiere organique. (Chevalier et
al., 1984; Fortas, 1990 et Fortas, 2009) montre ainsi, en Algérie le terfez (Terfezia boudieri, T.
claveryi, T. arenaria, Tirmania pinoyi et T. nivea) préfere le sol Calcaire, avec un pH basique,
pauvre en matiére organique et en phosphore, bien pauvre en potassium et riche en magnésium.
Et sa confirmé par (Bradai et al., 2013) qui ont été montré que la truffe blanche Tirmania nivea
distribué dans la région de Ouargla (Oued M’ya) colonise des terrains sableux a pH fiblement
alcalin et peu fertile. Par contre I’analyse du sol qui a été réalisée par (Dafri et Beddiar, 2017)

montrent que Terfezia arenaria pousse dans un sol limoneux sableux acide.

En Espagne, Maroc, Tunisie, Iran, Irak, Koweit et Arabe Saoudite, I’espece Terfezia
boudieri et T. claveryi sont abondant aussi dans des sols sablonneux, calcaire, a une large gamme

de pH « basophile-calcicole » et faible en matiere organique, des fois dans les sols gypseux ou
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faiblement limoneux (Khabar et al., 2001; Khabar, 2002; Diez et al., 2002; Gutierrez et al., 2003;
Ammarellou et Saremi, 2007 et Morte et al., 2009). Mais n’oublier pas qu’il y a des autres
especes acidophiles comme 1’espéce Terfezia leptoderma et Terfezia arenaria en Espagne, Italie
et Maroc (Chevalier et al., 1984; Janex-Favre et al., 1988; Khabar et al., 2001; Diez et al., 2002
et Morte et al., 2009).

1.5.2 Facteur climatique

La croissance, développement et la fructification liée a I’intensité et a la distribution
saisonniére de précipitations (Alsheikh et Trappe, 1983a; Kagan-Zur, 1998 et Fortas, 2004). Le
climat considéré comme un facteur primordial agisse pas seulement sur la croissance et la
fructification des ascocarpes, mais agit aussi sur la distribution des plantes hotes symbiotique
(Chevalier, 2014). La pluviométrie selon Bradai et al. (2013) est le facteur climatique qui permet
I’accomlissement du cycle de développement de ce champignon. Fortas (2004) et (2009), a été
ajouté que Les terfez prospérent sous des climats chauds et exigent des hivers et des printemps
pluvieux, sa maturité n’est obtenue qu’a la suite des pluies orageuses de printemps, suivies d’une
période de sécheresse. Des précipitations annuelles bien réparties d’Octobre a Mars donnent de
bons résultats pour la récolte des terfez en Algérie qui a lieu en Décembre- Janvier dans des
zones arides et en Mars- Avril dans les zones semi-arides. En générale la pluviométrie annuelle
est de 50 a 380 mm dans les régions productrices des truffes de désert (Morte et al., 2008). Le
bonne répartition des pluviométries assure des bonne production, cette quantité de pluies varie

toutefois selon les pays (Tab. 1).

D’aprés Khabar et al. (2001), Pegler (2002) et Feeney (2003) Les truffes du désert exigent
une pluviométrie annuelle particuliére, des précipitations excessives, mal réparties ou tardive
peuvent pourrir les spores et ralentie la production, donc perturber le cycle biologique des terfez.
La relation « terfez — précipitation » a été bien illustrée par 1’artiste aborigéne Betsy Napangardi

Lewis, qui représente la formation des terfez Australienne lors d’intenses précipitation (Trappe et
al., 2008).
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Tableau 1: La précipitation nécessaire pour la production des terfez
Pays Précipitation Le Mois adapté Source
annuelle (mm)
Algérie (nord 124.14 avec des (Bradai et al., 2014)
du Sahara) pluies d’automnales | Octobre - décembre h '
de 49.2
D’automne et des (EI-Khon et Ali
Egypte 702120 printemps humide et 1991) ’
orageux '
L’Afrique
Maroc 240 Avant le mois de (Khabar, 2002)
mars ' '
Sud d’Afrique 156 a 362 Novembre & Avril (Trappe et al., 2008)
Europe Europe du sud 100 a 350 Avant le début du (Morte et al., 2008)
mois d’Octobre v
Koweit 160 a 180 Octobre - mars (Awameh et
Moyen-Orient Alsheikh, 1980 et
Alsheikh et Trappe,
Qatar 47 a 84 Novembre — 1983a)

Décembre et Février
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1 Symbiose mycorhizienne

Le terme mycorhize a été créé en 1885 par Frank (Mousain, 1983 et Smith et Bonito,
2012). Désigne I’association symbiotique d’un champignon filamenteux et une racine (Duhoux et
Nichole, 2004). Les mycorhizes sont a I’origine d’un échange bidirectionnel des ressources
nutritionnelles « éléments minéraux et de produits biologiques de synthese » favorisant le
développement et la survie des deux partenaires. Plusieurs especes de Terfezia et Tirmania
forment des mycorhizes avec des racines d'especes de Cistacées vivaces et annuelles, en

particulier le genre Helianthemum (Slama et al.,2012).

1.1 Structure des mycorhizes

Peuvent classées en plusieurs catégories, selon divers criteres: anatomique,
morphologique, physiologique et écologique. D’aprés Smith et Read (1997) décrivent sept types
de mycorhizes dont les endomycorhizes a arbuscules (AM), les ectomycorhizes (ECM), les
ectendomycorhizes ainsi que des mycorhizes arbutoides, monotropoides, éricoides et orchidoides
(voir Annexe 2). Dont I’ectomycorhize se développe dans les espaces intercellulaires des racines
« apoplaste » et pour la symbiose arbusculaire, manifeste une colonisation purement
intracellulaire (Smith et Read, 1997 et Smith et Read, 2008). Nultsch (1998) classée les
mycorhizes en trois principaux groupes de symbiose : endomycorhize, ectomycorhize et
ectendomycorhize. Le cylindre vasculaire d’une racine est entouré d’une couche de cellules qui
est I’endoderme, entre 1’épiderme et I’endoderme on trouve le parenchyme cortical, ou

s’installent les mycéliums des champignons mycorhiziennes (Fortin et al., 2008).

1.2 Plante hote

Selon Chevalier et al. (1984); les terfez vivent en association symbiotique mycorhizienne
avec des plantes herbacées ou arbustives, de la famille Cistacées (Fig. 2). Alsheikh (1998),
Moreno et al. (2008) et Fortas (2009) ont éte montrées que les terfez en Algérie vivent en
association mycorhizienne surtout avec des Cistacées annuelles ou pérennes, appartenant de
genre « Helianthemum, Cistus, Fumana ». Mais ils peuvent ainsi s’associer avec d’autre plantes
herbacées ou ligneuses, parmi eux : des Chénes, Pins, Acacias, Cistes. Selon certains auteurs,
I’olivier (khanaqa, 2006) 1’arganier (Diouf et al., 2011) serait aussi des partenaires vegetaux
intéressants pour les terfez. Tadja (1996) a signaler que des espéces céréalieres (blé, orge, mais)
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ont formés des endomycorhizes avec deux espéces de terfez Algérienne (Terfezia calveryi et

Tirmania nivea).

En Algérie, L’Helianthemum lippii vivent en symbiose avec Terfezia boudieri (Chatin), T.
claveryi (Chatin), T. eliocrocae, Tirmania pinoyi (Maire), T. nivea, Picoa juniperi (Vittad) et P.
lefebvrei (Pat). H. salicifolium vivent en symbiose avec Terfezia boudieri (Chatin), T. claveryi
(Chatin), T. eliocrocae, T. crassiverrucosa et P. lefebvrei (Pat). H. guttatum installée une
association mycorhizienne avec Terfezia arenaria. H. hirtum vivent en symbiose avec Terfezia
boudieri (Chatin), T. claveryi (Chatin), T. eliocrocae, T. crassiverrucosa, Tirmania pinoyi
(Maire), P. lefebvrei (Pat). H. ledifolium crée la symbiose avec T. boudieri (Chatin). H. sp avec
T. boudieri, T. claveryi (Chatin) et Tirmania pinoyi (Maire) alors que le Pins avec T. olbiensis
(Bordallo et al., 2013; Zitouni et al., 2018 et Fortas et al., 2021). Tuberaria gutatta vivent en
symbiose avec Terfezia arenaria (Dafri et Beddiar, 2017) (Fig. 2-B).

Figure 2: Association symbiotique de genre Terfezia avec sa plante hote

(A) Présentant 1’association symbiotique de Terfezia eliocrocae avec Helianthemum almeriense
et H. violaceum en Espagne (Murcia) (Bordallo et al., 2013); (B) présentant la symbiose entre
Terfezia arenaria (Moris) Trappe (1971) avec des plantules jeunes de Tuberaria gutatta en
Algérie (Dafri et Beddiar, 2017).

1.2.1 Systématique d’Helianthemum

Le genre Helianthemum comprend 110 espéces réparties principalement a 1’ouest du bassin

méditerranéen (Stevanovic et al., 2009; Zitouni, 2010).
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Embranchement : Spermaphytes.

Sous-embranchement : Angiospermes.

Classe : Eudicots ou Eudicotylédones.

Sous-classe: Rosidées

Ordre: Malvales

Famille: Cistacées

Genre: Helianthemum

Espéce: H. lippii, H. guttatum, H. hirtum, H. salicifolium, H. sessiliflorum, H. ledifolium, H. almeriense.

Le (Tab. 2) montre le mode de vie de quelques plantes hélianthemes.

Tableau 2: Mode de vie de quelque espéce hélianthémes (Zitouni, 2010 et Zitouni, 2016).

Plante hote Mode de vie Plante hote Mode de vie Plante hote Mode de vie
H. lippii H. canariense H. salicifolium
H. H. H. apertum
almeriense . nummularium i
Vivace Vivace Annuelle
H. H. squamatum H.
apenninum macrosepalum
H. hirtum H. ledifolium Annuelle H. guttatum

1.2.2 Appellation d’Helianthemum

Leur nom vient du grec «helios» qui veut dire soleil et «anthos » signifiant fleur
(Lagrange et Edme-Jean, 1794; Laguesse , 1877) et Brizicky, 1964) selon (Quezel et Santa, 1963)

les espéces d’hélianthémes vivaces sont appelées aussi « Ergiga, Fegga, Serd ou Zefzel » et les

espéces annuelles « Qecis el terfas ou Oum el terfas » (Kermani, 2013).

11
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Matériel et méthodes

1 Station de récolte et préparation du matériel végétal et fongique

1.1 Station de récolte du matériel végétal « Helianthemum » et fongique

« Truffe du désert »

A base des différents études scientifiques qui nous avons traité (voir Annexe 3), les

différentes espéces de terfez et d’Helianthemum étudiés ont été proviennent de diverses zones

(Tab. 3).
Tableau 3: Station de récolte de truffe de désert et d'Helianthemum
Plante héte d’Helianthemum Truffe du désert
(Terfezia, Tirmania, Picoa)
Auteur La plante La station Le terfez La station
(Dexheimer et Terfezia claveryi Koweit
Chevalier, 1984) H. salicifolium Koweit et T. leptoderma France
H.
(Roth-Bejerano et sessiliflorum la Palestine Terfezia leonis la Palestine
al., 1990) occupé occupé
Algérie T.arenaria, T. | Algérie (Zeriguet
(Fortas et Chevalier, | H. guttatum (Zeriguet) claveryi et et Ouest de
1992) Tirmania pinoyi Naama)
(Morte et al., 1994) | H. almeriense Espagne Terfezia claveryi Espagne
(Kovacs et al., H. ovatum Hungary Terfezia Hungary
2003) (Fulophaza) terfezioides (Kunfehérto)
(Slamaet al., 2010a | H. Tunisie (Ben T. boudieri Tunisie (Ben
et Slama et al. sessiliflorum Guardane) Guardane)
2012)
H. ledifolium Mostaganem T. leptoderma France
(Zitouni et al., 2014) H. lippii (Stidia) et T. claveryi Stidia et Ksar
Béchar Chellala

12



Chapitre 3 Matériel et méthodes

Gutierrez (1996), Morte et Honrubia (1997), Morte et al. (2000), Gutierrez et al. (2003),
Morte et al. (2010), Navarro-Rodenas et al. (2012) et Arenas et al. (2018) ont été travaillés par
les mémes échantillonnes végétal (H. almeriense) et fongique (T. claveryi) aussi, collectés de
I’Espagne (Zarzadilla de Totana, Murcia et Lorca). En plus de T. claveryi Gutierrez (2003) a été
travaillé par P. lefebvrei aussi. Turgeman et al. (2011) et (2016) ont été verifié leurs études

utilisant la plante hote H. sessiliflorum et le terfez T. boudieri collectées de la Palestine occupé.

1.1.1 Préparation du matériel végétal

Soit pour la condition in situ (gnotoxeénique) ou in vitro (axénique), les échantillonnes
hélianthéemes et avant les utilisées (plantules, racines ou graines) ont été abrasées ou sacrifiées
(pour les graines) et désinfectés afin de favoriser et augmenter le taux de leur germination, car
leur germination généralement erratique (Morte et al., 2008), multipliées ou micropropagées dans
un milieu de culture approprié a ’obscurité. Le milieu utilise est MMN, MS, MH ou dans un
milieu gélosé ¢a dépend 1’étude (Fortas et Chevalier, 1992; Morte et al., 1994; Morte et al., 2000
et Gutiérrez et al., 2003).

1.1.2 Preéparation du matériel fongique

La préparation d’inoculum a été réalisée a base des corps fructifié qui ont été desséchés et
conservés a une température ambiante. L’inoculum est constitué soit de culture mycélienne,
spores mature ou de suspension sporales. Isolées a partir d’ascospores, ces ascospores ont €té
mise a germée sur un milieu nutritif ca dépend 1’étude aussi (Fortas et Chevalier, 1992; Morte et
al., 1994; Morte et al., 2000 et Gutiérrez et al., 2003).

1.1.3 Inoculation

L’inoculation (échantillonne d’hélianthéme-Inoculum) a été réalisé soit dans un milieu de
culture spécifique préparé et stérile (condition axénique) ou en serre dans des pots (sol collectée
de la méme zone de production de terfez + vermiculite) bien autoclavées (condition
gnotoxénique) (Fortas et Chevalier, 1992; Morte et al., 1994; Morte et al., 2000; Gutiérrez et al.,
2003; Slama et al., 2010 et Zitouni et al., 2014).

13
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1.1.4 Substrat naturel

La stérilisation des substrats de culture (terre truffiere naturel) réalisé par autoclave a 100-
120°C environ 60min. Ces substrats variaient par leurs propriétés physique (texture) et chimiques
(fertilité, richesse en phosphore) qui sont plus ou moins indispensable a 1’établissement de la
symbiose. Ont été utilisés telles quelles ou dilués avec du sable, pour les rendre plus légeére et

également diminuer leur fertilité (Fortas et Chevalier, 1992).

2 Provoque mycorhizienne contrélée

Méme si I’objectif se différe d’une étude a I’autre, les auteurs ont été basé sur la synthese
mycorhizienne contr6lée ou mentionnée pour Vérifiées leurs objectifs. Les expériences de
synthése mycorhizienne concentrée tout d’abord sur la micropropagation ou le semis des plantes
hélianthemes et la croissance des spores ou des mycéliums dans des milieux nutritifs. Cette
synthése est difficile a obtenir et dépend du champignon impliqué, de la qualité du substrat et des
conditions de culture bien définie (humidité, lumiére et température). Voila le (Tab. 4) ci-dessous

montre les méthodes de culture réalisées par les différents auteurs et leurs conditions.

14



Chapitre 3

Matériel et méthodes

Tableau 4: Méthodes d'étude utilisés par divers équipements

(Fortas et Chevalier, (Morte et al., 1994 et Morte et (Gutiérrrez et al., 1996 et | (Zitouni et al. 2014)
1992) al., 2000) Gutierrez et al., 2003)
Auteurs
Méthodes In vitro Oui Oui Oui Non
d’étude
In situ Oui Non Oui Oui
Effectué une approche des Mycorhization in vitro des La mycorhization in vitro La caractérisation
facteurs des milieux a plantes H. almeriense des H. almeriense avec T. morphologique des
Objectif d’étude I’origine de la variabilité micropropagées avec T. claveryi et la caractérisation mycorhizes formés entre
morphologique observée. claveryi et ’effet du stress morphologique des Terfezia et Plantes de
hydrique sur ’association mycorhizes formées. Cistacées dans des conditions
formé. gnotoxénique.
Forme bio- Graines Plantes enracinés Plantules / Racines -
In vitro
végétal
In situ Plantes - Racines Graines
Stérilisation Eau oxygéné 33V - - 35% H,0,
Milieu de multiplication Milieu gélosé (malte 1% MS MS -

ou eau gélosée
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Forme bio- Mycélium Tissus de corps fructifié / Mycélium -

In vitro .

Mycélium

fongique

In situ suspension sporales - Spores ou mycélium suspension sporales
Croissance Milieu gélosé (malte 1%) MMN MMN -

In vitro Agar nutritif (malt a 1%) MMN / MH MH et MMN -

100mi+ 150 ml perlite

Inoculation imprégnée

In situ Pots (sol de truffieres + - Pots (sol + vermiculite) Pots (sol stérile)

sable)

Concentration | In vitro P =34.2 mg/L (P/2, P/5 et - 42.5 ppm -
de Phosphore P/10)

In situ P2 - 28.7 ppm 200ppm / 100 ppm
Température | Invitro 23+1°C 25+2°C 25+ 2°C -

In situ 20+ 1°C - - -
Lumiére In vitro 9h 16h 16h -

In situ Naturelle - - Naturelle
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Humidité In vitro 60% - - -
In situ - - - -
Arrosage In vitro - - - ;
In situ 100ml d’eau ou solution - - 100ml
nutritif
Période In vitro 3 mois 2 mois 2mois -
d’inoculation
In situ 5 mois - - 4-7 mois

Référence de méthode

(Chevalier et al., 1973;
Chevalier et Grente, 1979)

(Morte et Honrubia, 1992 et
Morte et Honrubia, 1997).

(Morte et Honrubia, 1994;
Morte et Honrubia, 1995 et
Gutiérrez, 2001)

(Chevalier et al, 1973;
Chevalier et Grente, 1979 et
Fortas et Chevalier, 1992)
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Aprés 2 mois d’inoculation qui a été effectuée par Morte et al. (2000) dans des conditions
axéniques (Fig. 3), les plantes ont été transférées et acclimatées dans des conditions de serre dans
des pots contenant de substrat stérilisé par autoclave. Aprés 4 mois d'acclimatation en pépiniere,
les plantes mycorhizés et non mycorhizés, ont été utilisées pour I'expérience de stress hydrique.
Au sein de chaque groupe de plantes, quatre ont été arrosées jusqu'a la capacité du récipient et
quatre ont subi un stress hydrique (70 % d'eau en moins). Le transfert des plantules mycorhizes a

des conditions en serre aussi réalisé par (Gutierrez et al., 1996).

D’autres publications ont été basées sur la méthode in vitro (Roth-Bejerano et al. 1990) ou
ont été inoculés /’H. sessiliflorum avec T. leonis dans un milieu agar préparé contenant le charbon
actif et de terre provenant d’une zone de truffes naturelles (40% d’humidité, 25°C et 16h de
lumiere), la méme essaye été réalisée par (Kagan-Zur et al., 1994) en présence de faible dose de
fer et de phosphore. Kovacs et al. (2003) également effectuées I’interaction racinaire de Terfezia
terfezioides avec les plantes H. ovatum sur un milieu synthétique gélosé a des différentes
concentrations en phosphore. Ainsi que Navarro-Rodenas et al. (2012) ont été analysés la
symbiose d’H. almeriense x les mycéliums de T. claveryi en conditions in vitro en présence de
phosphore inorganique (PO4H2K), organique (Phytate) et I’absence de phosphore (PD) dans un
milieu de culture approprié, le traitement au (P) est réalisé dans le milieu de culture (MH).

Figure 3: L'inoculation des plantes micropropagées d'H. almeriense avec T. claveryi dans un
milieu de culture in vitro.
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(A) C’est I’inoculation d’H. almeriense et T. claveryi réalisé par (Morte et al., 1994); (B)

présent I’association effectué par (Arenas et al., 2018).

Et méme la méthode in situ ou in vivo dont Slama et al. (2010) inoculé 1’H. sessiliflorum
avec T. boudieri dans deux types de sols, le premier est limoneux-sableux (matiere organique =
1,17 %, K = 27,27 ppm, phosphore total = 575 ppm, EC = 353 pus cm, pH = 7,1) et le second est
gypseux (matiere organique = 3,45 %, K = 12,8 ppm, phosphore total = 212 ppm, EC = 469 us
cm, pH = 7,7). Stérilisés dans une étuve de séchage (180°C/30 min) et mélangé avec la
vermiculite et I’eau déionisé suivant la méthode de Fortas et Chevalier (1992). Les graines
sacrifiées inoculées avec les fragments de corps fructifié selon la méthode de Chevalier et al.
(1973) et Chevalier et Grente (1979) dans un chambre programmée (T°= 23°C, 50% d’humidité
au jour et 75% d’humidité a nuit, 16h lumiere et avec 250 pmol PAR) (Fig. 4).

Figure 4: L’inoculation d'H. sessiliflorum avec les ascospores de T. boudieri dans des conditions
gnotoxénique (Slama et al., 2010a).

2.1 Méthode de culture utilisée

Il peut s’agir de toute association (symbiotique ou non) héte vivant-et autre espéce (Truffe

du désert) obtenu par les conditions gnotoxénique ou axénique :
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2.1.1 Condition gnotoxénique

L’expérimentation en condition gnotoxénique se fait sur des substrats naturels (sol de terfez)
en inoculant avec des suspensions sporales ou mycélienne dont les graines abrasées ont été mises
a germer directement dans le substrat de culture. Les suspensions sporales, réalisées par broyage
d'ascocarpes comme pour l'obtention de cultures mycéliennes, ont été mises au contact des

systemes racinaires (Fortas et Chevalier, 1992; Slama et al., 2010 et Zitouni et al., 2014).

2.1.2 Condition axénique

Activité expérimentale réalisé sur des conditions définies et régulierement contrélées en
dehors de leur contexte naturel dont les formes biologiques végétal et fongique passe par une
série de stérilisation afin de vérifier qu'il est entiérement exempt de tout autre organisme
contaminant. Inoculé dans des boites ou flacons appropriées de culture et les incuber pour un
temps donné. La boite doit étre un milieu de culture enrichi qui peut permettre le développement
de ces échantillons ainsi que celui de 1’éventuelle association mycorhizienne. Par conséquent, ces
organismes réagissent généralement de maniére plus uniforme et reproductible, ce qui simplifie
I'interprétation des expériences. Mais il est difficile a manipuler et ca retour a le partie fongique
utilisée (mycelium, spores), champignon appliqué et la nature de milieu de culture utilisé (Fortas
et Chevalier, 1992; Morte et al., 1994 et Gutiérrez et al., 2003).

2.2 Meéthodes d’étude des mycorhizes
2.2.1 L’effet des conditions artificiels (in vitro) et naturels (in situ)
2.2.1.1 Evaluation de ’infection mycorhizienne

Les associations ont été étudiées sur les plantes agées appartenant de voie axénique et
gnotoxénique. Les observations ont été effectuées sur des racines nettoyés et colorées (Bleu
Trypan, acide Fuchsine) suivant la méthode de Phillips et Hayman (1970) (Morte et al., 1994;
Gutierrez et al., 1996; Morte et al., 2000; Gutierrez et al., 2003; Slama et al., 2010a et Zitouni et
al., 2014). Turgeman et al. (2011) assez également évalué la colonisation fongique sous

microscope optique comme décrit precédemment (Kagan-Zur et al., 1994).

Pour déterminer le modele de systeme mycorhizienne Gutierrez et al. (2003) et Zitouni et

al. (2014) ont été observé les racines par stéréomicroscope.
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2.2.1.2 Taux de colonisation mycorizienne

Morte et al. (1994), Gutierrez et al. (1996), et Gutierrez et al. (2003) ont été estimés le taux
d’infection des racines par une autre méthode. Selon la méthode de I’intersection du quadrillage

(gridline intersect) décrit par (Giovannetti et Mosse, 1980) sous un stéréomicroscope.

2.2.2 L’effet des facteurs de croissance

2.2.2.1 Analyse mineéral

Selon Morte et al. (2000) I’analyse des solutés inorganique « N, P, K et Na» ont été
déterminés suivant la méthode (M.A.P.A, 1981). D’autre part, Slama et al. (2012) ont été
déterminés I’analyse de « K » par spectrophotométrie d’absorption atomique, et « N et P » ont été
dosés par colorimétrie, respectivement par les méthodes Kjeldahl et molybdovanadate, a I'aide
d'un spectrophotométre. Navarro-Rodenas et al. (2012) ont été déterminés aussi la teneur en
phosphore par la méthode molybdovanadophosphate avec du PO4H,K comme standard et
exprimée en microgrammes de P par pousse entiére, racine ou plante ou en pourcentage de poids

SEecC.

2.2.2.2 Taux de colonisation mycorhizienne

Fortas et Chevalier (1992), Slama et al. (2012) et Zitouni et al. (2014) ont été déterminées
la fréquence d’infection mycorhizienne suivant la méthode de (Trouvelot et al., 1986), qui
consiste a prélever au hasard des fragments d’environs 1cm des systémes racinaires, apres
coloration (ex. Bleu Trypan) sont montés sur une lame de verre dans un mélange de glycérol-

acide lactique (V/V) a raison de 10 fragments par lame, et observés au microscope photonique.

La fréquence de mycorhization F (%) est exprimée par : 100 (N-No) / N ou bien (n / N) 100
Ou « N » est le nombre total des fragments observés et « No » est le nombre de fragments non
infectés. Alors gque le « n » exprime le nombre de fragments mycorhizés dans le cas de deuxiéme

relation.
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2.2.3 L’effet du mycorhization sur les plantes inoculés

2.2.3.1 Evaluation de la croissance des plantes

D’apres Fortas et Chevalier (1992) la croissance des plantes a été évaluée par la mesure de
leur hauteur. Selma et al. (2012) ont été mesuré la hauteur et le nombre des feuilles des plantes
inoculées et non inoculées en plus de ¢a Zitouni et al. 2014 ont été mesuré le poids sec aussi
(séchee a 60°C environ 48h). Pareillement, Turgeman et al. (2011) ont été déterminés le poids

sec des pousses et des racines apres séchage pendant 48h a 75°C dans une étuve.

2.2.3.2 Mesure physiologique

D’aprés Turgeman et al. (2011) les mesures de photosynthese et de transpiration ont été
prises avec un PTM-48h (un nouvel appareil portable équipé d’un systéme automatisé a quatre
canaux pour surveiller les échanges de CO; et la transpiration des feuilles). Navarro-Rodenas et
al. (2012). Concernant le Potentiel hydrique, Morte et al. (2000) ont été utilisés une chambre sous

pression, et effectuées au moment du stress maximal entre 12h00 et 15h00.

2.2.4 L’influence des facteurs biotique
Certains auteurs ont été étudiée I’influence de la plante hote et 1’espéce fongique sur

I’association mycorhizienne (Zitouni et al., 2014).

2.3 Analyses statistique

Les effets de traitement de principaux facteurs ont été évalués par une analyse de variance
(ANOVA) a un seul facteur ou a deux facteurs, utilisant le logiciel SPSS (V. 11.5.), SPSS (V.
15.), le logiciel statistique STATISTICA (version 5.0, StatSoft) ou le logiciel JMP, et les
moyennes des traitements ont été comparées par la différence la moins ségnificative (P < 0.05) a
I'aide du test de Student (Morte et al., 2000; Turgeman et al., 2011; Slama et al., 2012; Navarro-
Rodenas et al., 2012 et Zitouni et al., 2014). En outre, Navarro-Rodenas et al. (2012) ont été
également analysés les résultats du taux de colonisation et du type mycorhizienne par 1’analyse
de Chi-square. Fortas et Chevalier (1992) ont été analysés les données par le test Ficher ou de

Newman-Keuls.
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3 Culture des truffes du désert

Morte et al. (2008) ont été développée un protocol de plantation et de gestion simple,
utilisant I'expérience acquise au cours des ans. Dans toutes les plantations établies, H. almeriense
a été sélectionné comme plante hdote mycorhizienne avec T. claveryi a Lorca (Murcie, Espagne).
En bref, il consiste a planter principalement au printemps, une seule irrigation pendant I'été sec
(fin ao(t), de l'ordre de 60-100 I/m? et un désherbage annuel aprés la troisitme année de
plantation (Morte et al., 2008).
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Chapitre 4 Résultats et discussion

Ce chapitre englobe les résultats obtenus et leur discussion apres le traitement des
paramétres qui décrit dans le chapitre précédemment et leur analyse d’aprés toutes les
publications scientifique publiés qui adoptées ou mentionnées la synthése mycorhizienne, réalisés
dans les conditions axénique et gnotoxenique a travers divers équipements (Espagnol,
Tunisienne, Algérien et d’autres), qui ont été recherchés, étudiés et interprétés les résultats afin de

mise en évidence la raison de la formation des divers structures mycorhizial.

1 Examen d’association mycorhizienne

L’examen des plantes hélianthémes inoculés avec les divers formes de corps fructifiés
fongique a révéler une pourcentage d’infection plus ou moins élevée, type des mycorhizes

variables et une croissance bien définie des plantes.

1.1 L’effet des conditions artificiels (in vitro) et naturels (in situ)
1.1.1 Evaluation de I’infection mycorhizienne

Les premiéres descriptions des mycorhizes ont été faites par Awameh et al. (1979) aprés
une synthése mycorhizienne entre quatre espéces de terfez du Koweit (T. boudieri, T. claveryi, T.
pinoyi et T. nivea) avec deux plantes hélianthemes annuelles (H. salicifolium et H. ledifolium) ont
abouti a la formation des endomycorhizes sous des conditions gnotoxénique.

Les résultats obtenus par Gutiérrez et al. (2003) soutiennent l'idée que les conditions de
culture peuvent induire des changements dans la morphologie des mycorhizes, montré bien qu'en
conditions naturelles de terrain (non contr6lé) T. claveryi avec H. almeriense forme une
endomycorhize, dans des conditions gnotoxénique elle se transforme en ectendomycorhize, et en
ectomycorhize avec un réseau de Hartig dans des conditions in vitro. Ces auteurs montre des
modeles mycorhizial diverses au niveau des racines de la plante inoculé, (A) c’est le modéle
Club-shaped mycorrhiza, (B) le modele Capitate mycorrhiza, (C) le modele Moniliform

mycorrhiza et (D) c¢’est le modéle de Branched mycorrhiza (Figure 5).

Slama et al. (2010) et (2012) ont obtenu des endomycorhizes aprés 1’inoculation d’H.
sessiliflorum avec T. boudieri sur 2 types du sols, Sablo-limoneux et Gypseux, en condition
gnotoxénique. La méme structure mycorhizial obtenu par Zitouni et al. (2014) dans des cultures

gnotoxénique d’H. ledifolium avec T. leptoderma et H. lippii avec T. claveryi (Figure 6). A
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propos de l'expérimentation menée par Turgeman et al. (2011) I’inoculation d’H. sessiliflorum
avec T. boudieri en conditions in vitro a formé des associations ectomycorhizes contrairement au

résultat obtenu par Slama et al. (2010) en condition gnotoxénique.

Figure 5: Différentes modéles mycorhiziennes dans les racines d'H. almeriense observé par

stéréomicroscope (Gutierrez et al., 2003).

Figure 6: Observation microscopique des racines mycorhizés d'hélianthemes avec des terfez de

genre Terfezia (Zitouni et al., 2014).
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(A) Montre les racines mycorhizés de la plante H. ledifolium synthétisé avec T.

leptoderma ; (B) montre les racines mycorhizés de la plante H. lippii synthétisé avec T. claveryi.

1.1.2 Taux de colonisation mycorhizienne

D'autre part, les renseignements concernant la mycorhization in vitro des Helianthemum
almeriense avec Terfezia claveryi par Gutiérrez et al. (1996) ont montré que le pourcentage de
mycorhization a été de 75%. Ont été décrit comme des ectendomycorhizes, caractérisées par un
manteau avec une organisation lache des hyphes. Des résultats similaires ont été obtenus par
Morte et al. (1994) dont le pourcentage de mycorhization regus jusqu’a 80% aprés 12 semaines
d’H. almeriense / T. claveryi ; ainsi que, la morphologie des mycorhizes formés était similaire a

celle des ectendomycorhizes décrites par Fortas et Chevalier (1992).

1.2 L’effet des facteurs de croissance
1.2.1  Analyse minéral

Une augmentation ou diminution des nutriments est censés améliorer ou diminuer la
croissance de la colonisation mycorhizial. Awameh (1981) est assez bien documentée
l'augmentation de I'infection mycorhizienne par de faibles niveaux de nutriments minéraux pour
Terfezia. Des nombreux chercheurs ont discuté de I'influence des facteurs abiotiques sur les trois
principaux types d'organisation des mycorhizes de la truffe du désert (endomycorhizes,
ectendomycorhizes et ectomycorhizes) en se concentrant principalement sur des facteurs

nutritionnels tels que la disponibilité ou la source de phosphore.

Les résultats obtenus par I’équipe de Navarro-Rodenas et al. (2012) détectés la présence de
trois types mycorhiziennes « endo, ecto et ectendomycorhizes » trouvés dans les racines de la
méme plante H. almeriense inoculé avec T. claveryi pour les trois traitements au (P) in vitro
(Tab. 5), ou une large gamme de quantité d’hyphes intercellulaire a été observée dans les racines
sans traitement (PQ). Plus tard, ces auteurs en (2013) ont constaté que la colonisation
mycorhizienne entre H. almeriense et T. claveryi augmente a mesure que la disponibilité de
phosphore et d'eau diminue dans le substrat. Cela a conduit a proposer le terme « continuum
ectendomycorhize », pour définir la morphologie de cette symbiose intermédiaire (Navarro-
Rodenas et al., 2013). Fortas et Chevalier (1992) ont également indiqué une variabilité au niveau

de morphologie des mycorhizes ou ont été marqueés des ectendomycorhizes sans manteau dans les
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milieux carencé en phosphore (Figure 7-A) avec les trois espéces de terfez (T. arenaria, T.
claveryi et T. pinoyi), & des concentrations de phosphate et de sucre plus faibles Morte et al.
(1994) également ont obtenus des mycorhizes apres 4 semaines. Des ectomycorhizes sans
manteau avec un réseau de Hartig pareillement obtenu par Fortas et Chevalier (1992) dans les
milieux pourvu en phosphore (Figure 7-B), cette morphologie est identique a celle obtenus par

Chevalier et al. (1984) avec le Terfezia leptoderma et diverses Cistacee.

Dans le méme contexte, Roth-Bejerano et al. (1990) et Kagan-Zur et al. (1994) ont montrés
que les faibles concentrations de phosphore dans le milieu de culture peuvent inhiber la
mycorhization entre H. sessiliflorum et Terfezia leonis, mais que la méme mycorhization pourrait
étre stimulée par une faible concentration en fer (Kagan-Zur et al., 1994). Gutierrez et al. (2003)
étant donné que la teneur en phosphore du sol utilisé pour les mycorhizes synthétisés en pots était
presque la moitié de celle utilisée pour la synthése in vitro, cela peut avoir influencé le type de
mycorhizes formé, bien que d'autres facteurs variant entre les conditions expérimentales aient pu

contribuer a ce phénomene.

Figure 7: Coupes semi- fine des racines d'H. guttatum mycorhizés avec T. arenaria (Fortas et
Chevalier, 1992).

(A) présent des ectendomycorhizes sans manteau avec un réseau de Hartig et des hyphes

intracellulaire, (B) présent des ectomycorhizes sans manteau et (C) sont des racines témoins.
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Récemment, Morte et al. (2020) découvert que le véritable facteur limitant de la croissance
in vitro de T. claveryi n'est pas les nutriments, ni les conditions de croissance, mais la carence en
certains facteurs de croissance, tels que les vitamines impliquées dans les voies cataboliques du

glucose, que le champignon peut ne pas étre en mesure de a synthétiser.

1.2.2 Taux de colonisation mycorhizienne

Concernant le taux de colonisation Navarro-Rodenas et al. (2012) trouves que les plantes
ont recu du phosphore inorganique (Pi) et du Phytate (Phy) ont montré un taux de colonisation
faible, tandis que les plantes qui poussaient sans P (PQ) présentaient le pourcentage de
colonisation le plus élevé (30,3 %) (Tab.5). Ces résultats supportent ceux obtenus par Fortas et
Chevalier (1992) ont marques une fréquence élevée recus jusqu’a 96% avec Tirmania pinoyi en
condition axénique et de 98.6% en condition gnotoxénique sur des milieux carencé en phosphore,
mais cela n’empéche pas 1’inoculation avec les autre espéces de terfez T. arenaria et T. claveryi
de donner des pourcentages €levées. Alors que les résultats de 1’association d’H. ovatum et T.
terfezioides effectué in vitro par Kovacs et al. (2003) a indiqué une colonisation des cellules et le
remplissage des cellules hétes par les hyphes de T. terfezioides augmentent légerement avec
l'augmentation de la teneur en phosphate. De plus, il a déja été montré que la formation de
mycorhizes est affectée par le statut en phosphate du milieu (Smith et Read, 2008). En effet,
I’équipe tunisienne Slama (2009) et Slama et al. (2012) ont montré que le taux d’infection
mycorhizienne entre H. sessiliflorum et T. boudieri varie en fonction de type du sol utilisé, il est
de 90% sur un sol sablo-limoneux, et de 52% sur un sol gypseux. Des observations analogues ont
été mentionné par Zitouni (2010) avec des terfez Algérienne.

L’essai impliqué par Arenas et al. (2018) utilisant la conception Box-Behnken produit un
biomasse mycélienne élevée, a augmenté de 0.3 & 3 g.L™* de poids sec et de 10.7 4 95.8 mg.L *
jour * de prodictivité de poids sec. Le mycélium produit a pu coloniser efficacement les racines

d'Helianthemum, fournissant plus de 50% de colonisation ectomycorhizienne.
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Tableau 5: Le taux de colonisation et les différentes types de colonisation mycorhiziale d'H.
almeriense traités par phosphore in vitro (Navarro-Rodenas et al., 2012).

Traitement (P) | Colonisation (%) | Endomycorhizes | Ectendomycorhizes | Ectomycorhizes
(%) (%) (%)
KH2PO4 (Pi) 19.3+1.2 19.6+29 23.8+3.1 56.6 £ 3.6
Phytate (Phy) 26.7+1.7 20.2 + 3.0 33.6+35 46.2 +3.7
Sans P (PQ) 30317 93+19 23.2+2.38 67.4+3.1

1.3 L’effet du mycorhization sur les plantes inoculés

1.3.1 Evaluation de la croissance des plantes

Une croissance des plantes inoculées bien visible cela est d0 également & la mycorhization.
Des différences significatives dans la croissance des plantes ont été observées par Zitouni et al.
(2014) entre les plantes mycorhizés et les plantes non mycorhizés dans deux types de sols en
condition gnotoxénique, ces derniers étaient rabougris, chlorotiques et poussaient mal. La hauteur
des plantes, le nombre de feuilles, la longueur des feuilles et les valeurs de matiére seche des
pousses étaient plus élevées chez les plantes mycorhizés que chez les plantes non mycorhizés
(voir Annexe 3). Ces résultats sont analogue a ceux rapportés dans des associations
mycorhizienne entre divers espéces d’hélianthémes et de terfez de genre Terfezia et Tirmania
(Awameh, 1981; Chevalier et al., 1984; Fortas et Chevalier, 1992; Zitouni, 2010; Slama et al.,
2012 et Kermani, 2013).

1.3.2 Mesure physiologique

Suivant Turgeman et al. (2011) la symbiose mycorhizienne par T. boudieri a une influence
sur la physiologie des plantes H. sessiliflorum, ces auteurs montre un taux d’activité
photosynthétique regus jusqu’a (35%), de transpiration atteint (18%) et de taux de respiration
égal a (49%), plus élevée par rapport aux plantes non mycorhizés, ces augmentation permet le
développement des plantes inoculés. On outre, un étude similaire mentionnée que le stress

hydrique également a un effet sur le taux de colonisation fongique (H. almeriese et T. claveryi)
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qui est de 70% chez les plantes mycorhizées non irriguées et de 48% chez les ceux arrosées
régulierement (Morte et al., 2010 et Morte et al., 2020).

D’autres travaux ont également démontré que la mycorhization a une influence sur la
capacité de survie des plantes inoculés. Dont 1’étude de Morte et al. (2000) et Morte et al. (2010)
ont montré que des plantes d’H almeriense mycorhizées par T. claveryi, soumis a un stress
hydrique pendant 3 semaines, ont un taux de survie et un potentiel d’eau supérieur aux plantes
non mycorhizées. Dans ces conditions de stress la transpiration est plus élevée (92%), la
conductance stomatique (45%) ainsi que la photosynthese (88%) par rapport non inoculés. Ces
plantes mycorhizées confrontes a ce stress accumulent plus d’Azote (N), du Phosphore (P) et du
Potassium (K). Ceci explique I’intérét de la mycorhization dans les régions arides (Kermani,
2013). Ces résultats rejoints ceux qui obtenus par Navarro-Rodenas et al. (2011) dont la capacité

des mycéliums en culture in vitro de T. claveryi et P. lefebvrei a tolérer le stress hydrique.

1.4 L’influence des facteurs biotique

Les résultats trouvés par 1’équipe Algérienne Zitouni et al. (2014) montré que les espéces
de genre Terfezia sont capables de former différents types d'associations mycorhiziennes, ces
auteurs mentionnées que I'espéce T. leptoderma comme T. claveryi a montré une grande plasticité
pour former une endomycorhize ou une ectomycorhize engainante avec des plantes hotes
annuelles et pérennes dans des conditions de culture in vivo. Dont T. leptoderma formé des
ectomycorhizes avec I’espéce annuelle H. ledifolium alors que la structure ectomycorhize a forme
entre T. claveryi et I’espéce pérenne H. lippii. Chevalier et al. (1984) ont attribué également le
morphotype mycorhizés a des especes de champignons.

De méme aussi, Dexheimer et al. (1985) indique 1’endomycorhize formé entre H.
salicifolium et T. claveryi ainsi 1’ectomycorhize formé avec T. leptoderma, sa montre également

la plasticite de la plante héte héliantheme.

2 Culture des truffes du désert

La culture des truffes du désert est une toute nouvelle activité commerciale avec seulement

16 ans d'histoire (Fig. 8-C et D), elle est assez compliquée par les espéces elles-mémes (espece
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fongique ou l'espéce végétale), la climatologie des zones cultivées, 1’effet des facteurs

nutritionnels (Morte et al., 2017).

La plantation réalisée par Morte et al. (2008) a permis de réduire le temps de fructification
du champignon de 23 a 12 mois, dont les plantes mycorhiziennes réagissent rapidement a la
gestion et sont capable d’augmenter la production de truffes la saison suivant. Ont été¢ indiqué
ainsi, un systéme d’irrigation goutte a goutte (Fig. 8-B) est recommandé pour économiser 1’eau,
bien que I’arrosage par aspersion (Fig. 8-A) soit également efficace. Pour obtenir des plantes
adaptées a I’inoculation fongique a partir de graines germées en pépinicre, il faut au moins 6
mois, et capable 50% des plantules germées meurent apres 4 a 6 semaines au cours de la
production; pour ces raisons, la micropropagation de ces espéces végétales est une option
intéressante pour la production végétale puisque les plantes adultes sont produites directement
(Morte et al., 2008), la micropropagation offre Jusqu’a 90% survie des plantes (Morte et al.,
2020).

Figure 8: Plantation des plantes H. almeriense avec T. claveryi dans I'Espagne (Murcia)
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(A) représente le systeme d'irrigation par aspersion (Morte et al., 2017); (B) par goutte a
goutte (Morte et al., 2017); (C) Plantation de plantes mycorhizées H. almeriense avec T. claveryi
a Caravaca (Murcie, Espagne) (Morte et al., 2020); (D) T. claveryi ascocarpe fructifiant sous H.

almeriense en avril.

En 1999, la premiere plantation de 60 plants de H. almeriense mycorhizés par T. claveryi a
été établie a Zarzadilla de Totana (Murcie, Espagne), la plantation a produit les premieres truffes
peu de temps avant d'atteindre 2 ans aprés la plantation (Honrubia et al., 2001) Cette plantation,
la premiere au monde, a continué a produire des truffes jusqu'a présent, avec une moyenne de
250-400 kg/ha (Morte et al., 2008; Morte et Honrubia, 2009). Au cours des 15 derniéeres années,
plus de 30 plantations ont été établies en Espagne, avec environ 50 000 plantes mycorhizées de
différentes especes d'Helianthemum (H. almeriense, H. violaceum ou H. hirtum) associées a T.
claveryi (Morte et al. , 2020). De plus, des résultats expérimentaux positifs sont disponibles pour
la culture de Terfezia boudieri en Tunisie (Slama et al., 2010a) et en Palestine occupée (Morte et
al., 2017).

La premiere étape de la mise en place d'une parcelle de truffes du désert consiste a choisir
des plantes hotes et des especes fongiques appropriées, bien adaptées aux conditions
environnementales et aux caractéristiques du sol. Deux facteurs importants doivent étre pris en
compte pour stimuler la production d'ascocarpes (mycorhization) : une forte densité de plantes
mycorhiziennes et une irrigation adéquate. Selon les travaux de Morte et leurs équipe, la
fructifications au champ de T. claveryi se produisent de 1 a 3 ans apreés plantation, en fonction de
la qualité des plantes mycorhizées, de I'adéquation du site, de la saison de plantation (printemps
ou automne), du cadre de plantation et surtout de la gestion de l'irrigation et I'élimination des
mauvaises herbes (Morte et al. 2020).

Honrubia et al. (2014) a analysée et discuté des résultats de 12 ans d'expérience sur la
plantation de truffes désertiques et des facteurs susceptibles de favoriser la formation des truffes
dans des zones de production naturelles par le biais de la sylviculture de la truffe de désert. Un
exemple reussi de cette sylviculture de la truffe du désert dans les zones de production naturelles
a été réalisé a Abu Dhabi (EAU) (Morte et al., 2017).
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Des essais préliminaires algériens de transplantation sur le terrain (en condition de serre)
ont été réalisés par Kermani (2013) avec des plantes d'H. lippii (88 plantes) et deux espéces de
Tirmania (38 plantes de Tirmania pinoyi et 50 plantes de Tirmania nivea) a Bechar et aprés un
mois de culture des plantes d'H. lippii, la parcelle expérimentale a été exposée pendant 24 h a une
vagues de froid accompagnée d'importante chutes de neige, pluie et de vente violent passants par
fois les 35 km/h, et des brusque changement climatique survenue dans la willaya de Béchar ont
détruit 100% des plantes transplantées. Alors que Zitouni (2010) inoculé in situ les suspensions
sporales de Terfezia boudieri et Pinus halepensis a Mostaganem (forét de Stidia) apres 6 mois ont
été bien développées; I'évolution de cette association mycorhizienne Pinus halepensis / T.
boudieri est suivie au champ dans le but d'envisager les possibilités d'application de terfeziculture
en Algérie.
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Conclusion

Nous avons réalisé une étude théorique d’aprés 1’analyse de 15 articles publiés mentionnée
ou concentré 1’essentiel du travail sur la synthése mycorhizienne contrélée entre les plantes de
genre Helianthemum et les différents especes de terfez principalement de genre Terfezia et

Tirmania.

L’analyse des résultats obtenus par ces diverses publications scientifiques soutiennent
I’idée qu’il y a nombreux facteurs responsables de la création des types mycorhizial définies.
Dont les conditions expérimentales (axénique et gnotoxénique), les facteurs de croissance tels
que la teneur en phosphore et les facteurs biotique (la plante hote et la truffe du désert) peuvent
induire des changements dans la morphologie des mycorhizes, formant des ectomycorhizes,
endomycorhizes et ectendomycorhizes, avec ou sans réseaux de Hartig et des hyphes
intercellulaire ou intracellulaire. Ces structures mycorhiziennes présentent une influence
bénéfique pour les plantes (inoculés) ou elles ont été développées plus que les plantes non
mycorhizées. Egalement avec une capacité de survie a long durée aux conditions défavorables

(stress hydrique) et ca bien confirmé par les recherches scientifique de Morte et leur équipe.

Les résultats de Fortas a révele I’effet de la concentration du phosphore pour les deux
cultures axénique (in vitro) et gnotoxénique (in situ), ou les milieux pourvus en phosphore chez
les deux conditions de culture formée des ectomycorhizes alors que des ectendomycorhizes
formée chez les deux conditions de culture carencée en phosphore. Donc elle affirme vraiment

I’influence de la teneur en phosphore de changer 1’association mycorhizienne.

Une telle caractérisation (morphologique et moléculaire) est également importante pour
évaluer la permanence des mycorhizes dans les conditions de terrain. D’autre part, 1'application
de telles pratiques de gestion des plantations est nécessaire si I'on veut maintenir la production de
truffes du désert car, sans elles, les plantations ont perdu leur productivité aprés 2-3 ans. Certains
auteurs trouvé qu’il est plus judicieux d'utiliser des especes végétales perennes qu'annuelles pour

maintenir cette culture pendant un minimum de 10 ans.

Ces études montrent la polyvalence structurelle des mycorhizes de I'espéce Terfezia

formées avec des hétes naturels. Dans un futur proche et d’un point de vue, des études ultérieures
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et profond sont nécessaire afin d'assurer une avancée biotechnologique précieuse pour la
production continue et efficace de plantes mycorhiziennes de truffes du désert de haute qualité, et
de fournir des quantités suffisantes d'inoculum mycélien de souches de Terfezia ou Tirmania
pour des études sur I'efficacité mycorhizienne et la production de ascocarpes. D'autres études
dans des conditions de serre ou de terrain avec un large éventail de combinaisons plante hote-

truffe du désert sont nécessaires.

Alors, dans un but de continuité, la synthése mycorhizienne gnotoxénique réussie entre les
truffes du désert et les differentes plantes hotes sera d'une plus grande importance pour le choix
de la plante hote potentielle, la plus adaptée aux fortes conditions environnementales du désert,

pour la culture planifiée des truffes du désert algérien.
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Annexe 1. Identification macroscopique et microscopique de quelques espéces de terfez

(a, b): Ascocarpe de Tirmania nivea ; (c) : asque de T. nivea renfermant 8 spores, observé
au microscope photonique (Grx1000) (Bradai et al., 2013); (d, e): Ascocarpe de Terfezia
arenaria; (f) : asque de Terfezia arenaria sous microscope photonique contenant 8 spores (Dafri
et Beddiar, 2017); (h) : Ascocarpe de Terfezia boudieri; (i) : asque de T. boudieri contenant 4-6
spores, observé sous microscope photonique; (K): Ascocarpe de Terfezia claveryi; (m):
observation microscopique photonique d’asque de T. claveryi contenant 6-8 spores;
(r) : Ascocarpe de Terfezia eliocrocae; s : asque de T. eliocrocae renferme 6-8 spores; (V) :
Ascocarpe de Terfezia olbiensis; (w) : asques de T. olbiensis renferment de 4-8 spores; (X) :

Ascocarpe de Picoa juniperi; (z) : asque de P. juniperi contenant 6-8 spores (Antonio , 2008).
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Annexe 2. Les principales structures de symbiose mycorhiziennes (Duhoux et Nichole, 2004).

La coupe (A) présent la racine sans mycorhize, (B) endomycorhize a arbuscule et a

vésicule, (C) endomycorhize a pelotons, (D) ectendomycorhize, (E) ectomycorhize chez les

Angiospermes, (F) ectomycorhize chez les Gymnospermes.
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Annexe 3. Tableau présentant les articles scientifiques servant de support a la réalisation de la

partie expérimentale de la présente étude (par ordre chronologique).

N° Titre Auteurs
(Année)
1 Helianthemum-Terfezia relations in different growth media. Roth-Bejerano et
al. (1990)
2 Effet des conditions de culture sur la mycorhization de 1’Helianthemum Fortas et
guttatum par trois espéces de terfez des genres Terfezia et Tirmania Chevalier (1992)
d’Algérie.
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3 Initial association between Helianthemum and Terfezia is enhanced by low Kagan-Zur et al.
iron in the growth medium. (1994)
4 In vitro mycorhization of micropropagated Helianthemum plantlets with Morte et al.
Terfezia claveryi (desert truffle). (1994)
5 Edible fungi adapted to aride and semi-aride areas. Molecular Gutiérrez et al.
characterization and in vitro mycorhization of micropropagated plantlets. (1996)
6 Effect of drought stress on growth and water relations of the mycorrhizal Morte et al.
association Helianthemum almeriense-Terfezia claveryi (2000)
7 Morphological characterization of the mycorrhiza formed by Helianthemum Gutiérrez et al.
almeriense Pau with Terfezia claveryi Chatin and Picoa lefebvrei (Pat.) (2003)
Maire.
8 In vitro interaction of the truffle Terfezia terfezioides with Robinia Kovacs et al.
pseudoacacia and Helianthemum ovatum. (2003)
9 Physiological parameters of desert truffles mycorrhizal Helianthemum Morte et al.
almeriense plants cultivated in orchards under water defecit conditions. (2010)
10 Cultivation of an edible desert truffle (Terfezia boudieri Chatin). Slama et al.
(2010)
11 Mycorrhizal association between the desert truffle Terfezia boudieri and Turgeman et al.
Helianthemum sessiliflorum alters plant physiology and fitness to arid (2011)
conditions.
12 The role of phosphorus in the ectendomycorrhiza continum of desert truffle | Navarro-Rodenas
mycorrhizal plants. et al. (2012)
13 Growth, root colonization and nutrient status of Helianthemum sessiliflorum Slama et al.
Desf. Inoculated with a desert truffle Terfezia boudieri Chatin. (2012)
14 Expression analysis of Aquaporins from desert truffle mycorrhizal symbiosis | Navarro-Rodenas

reveals a fin-tuned regulation under drought.

et al. (2013)
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15 Morphological characterization of mycorrhizae formed between three Zitouni et al.
Terfezia species (desert truffle) and several Cistaceae and Aleppo pine. (2014)

Annexe 4. L’effet de mycorhization sur la croissance des plantes (Zitouni et al., 2014)

Combination Treatment Plant height Leaf number Leaflength Shoot DW
TL/HLe M 18.8823.73* 112022 66* 1.75£027* 0.028+0.000*
NM 9.71£3.02*% 8.45+1.60% 1.08£0.17* 0.011£0.004*
TL/FP M 7313 .06% 15.46210.30% 1.66£0.62% 0.027£0.020*
NM 328+]1.39* 9.1322.79% 0.75£0.30* 0.008+0.005*
TL/CS M 6.66£2.17% 1328+1.85* 1.90£0.33% 0.032£0.014*
NM 1930 75* 8212 .45% 0.71£0.22% 0.007+0.003*
TL/FH M 17.64 =2 .09* 33940272, 14* - 0.460=0.138*
NM 128222, 18% 188.50248.00* - 0242£0.067*
TB/CA M 3542085 13.7322.14% 213073 * 0.025£0.017*
NM 2.1720.64* 10.56+1 .85% 1.08£0.35% 0.009£0.005*
TC/HLi M 7214 28% 11,704 00NS 1.71£0.50* 0.019+0.016*
NM 2631.11* 104022 11N8 095£0.27* 0.004£0.002*
TC/CI M 605219 12,1723 .47* 208+0.93* 0.035£0.040%
NM 3072051* 10.00£1 .60* 1.11£025* 0.009=+0.004*
One-way ANOVA analysis. Values are means+standard error
NS absence of significance, DI dry weight, M mycorrhizal plants, NM non-mycornhizal plants
HLe (. ledifolium), FP(F. procumbens), CS (C. salvifolius), PH(P. halepensis), CA (C. albidus), HLi (H. lippi)), CI{C. incanus), TL(T. leptoderma), TB
(T boudieri), TC(T. clavenyd)
* P=<().05, level of significance

Annexe 5. Les différents types mycorhiziennes et le taux de colonisation de diverses plantes
(Cistacees et Aleppo pine) inoculés avec des espéces de genre Terfezia dans des conditions

gnotoxénique (Zitouni et al., 2014).

Association/soil Plants age MMy corrhizal My corthizal
(months) types colonization (%)

Soil of Stidia (sandy soil)

HI e/TL. 4 Endomycorrhiza 80
FP/TL 4 Endomycorrhiza 98
CS/TL 7 Ectomycorrhiza 80
PH/TL 14 Ectomycorrhiza g4
CA/TB 5.5 Ectomycorrhiza 86
Soil of Ksar Chellala (sandy—clayey—loamy soil)
HLi/TC 5 Endomycorrhiza 20
Crrc 4 Ectomycorrhiza 64

HLe (H. ledifolium), FP (F. procumbens), C5 (C. salvifolius), PH
(P halepensis), CA (C. albidus), HLi (H. lippi), CI (C. incanus), TL
(T leproderma), T (T boudier), TC (T claveryn)
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/Résumé \

Cette étude théorique se base sur 15 recherches publiées mentionnée ou concentré ’essentiel de travail sur la
synthese mycorhizienne contrélée entre les plantes hétes de genre Helianthemum et les espéces de truffes du
désert de genre Terfezia et Tirmania. L’association mycorhizienne in vitro et in situ sont concentrés tout
d’abord sur la multiplication ou la micropropagation des plantes hélianthémes et la production d’inoculum
fongique a partir des spores ou des cultures mycéliennes. Le test d’inoculation axénique effectuée sous des
conditions stériles dans des milieux appropries MMN, MH, MS ou milieu gélosé, en parallele le test
gnotoxénique réalisée directement dans des pots avec de sol truffiére et vermiculite autoclavées. Les résultats
des deux cultures axénique et gnotoxénique ont mis en évidence que les conditions expérimentales elle-méme,
les concentrations élevée et faible du phosphore et les facteurs biotique (plante-héte/terfez) formées des
ectomycorhizes, endomycorhizes et ectendomycorhizes avec ou sans réseaux de Hartig et des hyphes inter ou
intracellulaire. Ces structures mycorhizial exercent certaines adaptations et résistance au stress hydrique (déficit
hydrique). Cette synthése révele ce qu’on appelle la versatilité structurelle des mycorhizes de I’espece fongique
formée avec des hoétes naturels.

KMots clés: Truffe de désert, Helianthemum, association mycorhizienne, inoculation axénique, inoculation gnotoxénique /

/ Abstract

This theoretical study is based on 15 published researches mentioned or concentrated the main work on
mycorrhizal synthesis controlled between the host plants of genus Helianthemum and the species of desert
truffles of the genus Terfezia and Tirmania. The mycorrhizal combination in vitro and in situ is primarily
concentrated on the propagation or micropropagation of helianthemums plants and the production of fungal
inoculum from spores or mycelial cultures. The axenic inoculation test carried out under sterile conditions in
appropriate MMN, MH, MS or agar media, in parallel the gnotoxenic test carried out directly in pots with
autoclaved truffle soil and vermiculite. The results of the two axenic and gnotoxenic cultures showed that the
experimental conditions themselves, the high and low phosphorus concentrations and biotic factors (host
plant/terfez) formed ectomycorrhizae, endomycorrhizae and ectendomycorrhizae with or without Hartig net and
inter or intracellular hyphae. These mycorrhizal structures exert some adaptations and resistance to water stress
(drought stress). This synthesis reveals the so-called structural versatility of the mycorrhizae of the fungal
species formed with natural hosts.

KKey words: Desert truffle, Helianthemum, mycorrhizal association, axenic inoculation, gnotoxenic inoculation /




