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Résumé :
Mycorhize-bactéries

Des expériences ont ét¢é menées pour ¢évaluer 1’effet des mycorhizes sur certains
microorganismes isolés du sol (plus précisément des bactéries telluriques) réalisées sur
culture maraichere : haricot vert (Phaseolus vulgaris) durant la saison de 2022.

Des essais comparatifs contrblés, ont été effectués au niveau du laboratoire de PFE,
département de biotechnologie, afin de mettre en évidence ; le bénéfice du complexe, CMA-
bactéries sur I’évolution et la croissance des plantes du haricot. Ainsi que 1’effet compétitif
des CMA sur bactéries tellurique. Le sol choisi est celui de la station expérimentale de notre
faculté science de la nature et de la vie, département d’agronomie. Treés riche en
microorganismes. Ce sol a été ensuite stérilisé, afin d’évaluer ’efficacité des CMA sur un
sol stérile.

Les résultats ont révélés qu’en présence de bactéries telluriques, 1’activité des CMA est
meilleure, et donc la croissance des plantes est plus rapide ; ceci est da a ’effet synergique

entre bactérie et champignon. Un deuxiéme effet des CMA sur les bactéries a été observé




c’est I’effet compétitif sur les nutriments secrétés par les exsudats racinaire de la plante.
Seules les bactéries susceptibles de favoriser la croissance de la plante ont été sélectionnées
par les CMA, nous avons noté une diminution des souches bactérienne soit 38 souches avant

I’inoculation des CMA et 24 apres 1’inoculation.

Mot clé : Mycorhizes, microorganisme, bactérie tellurique, complexe CMA-bactérie,

Synergique, champignons, compétition nutritif, haricot vert, racine

Abstract:
Mycorrhizae-bacteria

Experiments were carried out to evaluate the effect of mycorrhizae on certain
microorganisms isolated from the soil (more precisely, telluric bacteria) carried out on the
market garden crop: green bean (Phaseolus vulgaris) during the 2022 season.

Controlled comparative trials were carried out in the PFE laboratory, Department of
Biotechnology, in order to demonstrate the benefit of the AMF-bacteria complex on the
evolution and growth of bean plants. As well as the competitive effect of AMF on telluric
bacteria. The soil chosen is that of the experimental station of our Faculty of Natural and
Life
Sciences, Department of Agronomy. This soil is very rich in microorganisms and was then
sterilized in order to evaluate the effectiveness of AMF on a sterile soil.

The results revealed that in the presence of soil bacteria, the activity of the AMF is

better, and therefore the growth of the plants is faster; this is due to the synergistic effect
between bacteria and fungi. A second effect of AMF on bacteria has been observed to be the
competitive effect on nutrients secreted by the plant root exudates. Only those bacteria likely
to favour plant growth were selected by the AMF. We noted a decrease in the number of

bacterial strains, 38 strains before inoculation with AMF and 24 after inoculation.

Key word : mycorrhizae, microorganism, telluric bacteria, green been, AMF-bacteria

complex, synergique, fungi, competition nutritive, root.




Listes des acronymes et abreéviations

CMA Champignons mycorhizienne
Arbusculaire

AM Arbusculaire mycorhize

PPA Pre pénetration apparatus

PGPM Plants growth promoting
microorganisme

PSF Phosphate solubilizing fungi

RVD Rosette virus disease

FAO Organisation des nations unies pour
I’alimentation et I’agriculture

KOH I'nydroxyde de potassium

ADN Acide désoxyribonucléigue

uv Ultra-violet
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Introduction générale
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La production agricole connait une augmentation constante en raison de
I'accroissement de la population. Les engrais inorganiques sont utilisés pour favoriser la
croissance des plantes. L'utilisation d'engrais inorganiques augmente de jour en jour, ce qui
est trés colteux et constitue une cause importante de pollution environnementale. Nous
devons trouver des stratégies pour améliorer notre productivité agricole en utilisant une
approche respectueuse de l'environnement. Les champignons mycorhiziens forment une
association symbiotique avec la majorité des plantes et fournissent aux plantes des
nutriments essentiels, en particulier du phosphore, ce qui réduit le besoin d'engrais

inorganiques.

Les mycorhizes (du grec myco : champignon et rhiza; racine) est une relation
symbiotique entre les champignons et les racines des plantes par lequelle ils s’échangent

des matiéres.

D’une part la mycorhize satisfait les besoins du partenaire fongique en composés
carbonés synthétisés par la plante hote photosynthétique, et d’autre part elle permet a la
plante hote de bénéficier d’une meilleure nutrition minérale grace au réseau d’hyphe extra-
radiculaire qui s’etend bien au-dela de la zone du sol explorée par les racines (Smith et
Read, 1997).

La plus part des éspéces végétales ne peuvent croitre normalement sans leur
symbiote fongique dont elles sont fortement dépendantes (Janos, 1980 ; Hetrick, 1984 ;
Brundrett, 1991 ; Gobat et al, 2003).

Ces mycorhizes entreprennent également des relations avec les composants de la
microflore du sol. Elles peuvent étre des relations d’origine synergique favorisant ainsi la
croissance de la plante mycsorhizée, ou bien antagoniste dans le cas de présence de

parasites, elle peut prévenir ou bien controler la sévérit¢ d’une infection (Linderman,

1992).

Parmi les plantes mycorhizables nous retrouvons 1’haricot vert (Phaseolus vulgaris)
originaire du Pérou, il a été introduit en Europe par les espagnols autour du 16 siécle
ensuite dans le monde entier par les commercants espagnols et portugais. Actuellement les

plus grands commerciaux des haricots verts frais comprennet : les Etats-Unis, France,
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Mexique, et la Turquie (FAO 2017), digestibles, faibles en calories et riches en vitamines

ce sont les vertus réelles des haricots verts.

En Algérie, I’haricot occupe une part importante parmi les aliments les plus
consommables la surface totale réservée a sa culture uniquement pour 1’année 2016 est de
I’ordre de 4061 ha avec une production totale de 139587,13 de tonnes calculée sur la base

d’un rendement moyen de 343.73 qx/ha ( FAO stat 2016).

L’objectif principal de cette étude est de démontrer I’effet synergique de Ia
biotechnologie mycorhizienne et certains microorganismes isolés du sol (& noter les

bactéries tellurique) sur la croissance des plantes.
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Chapitre | : Revue Bibliographique

I .1. Généralité sur les symbioses mycorhiziennes :

Le mot symbiose fut utilisé¢ pour la premiére fois par I’allemand Frank (1877) pour
qualifier la coexistence d’organismes différents. Les symbioses mutualistes, ou les
partenaires coexistent activement d’un point de vue physiologique, écologique et
reproductif (Harley, 1989) furent pendant longtemps jugées peu importantes dans les

processus ecologiques (Lambers et al, 2009).

Il est actuellement admis que la symbiose mycorhizienne est une association a
bénéfice réciproque entre une racine de plante et un champignon. Dés le 19eme siécle, les
mycorhizes ont fait I’objet de descriptions et d’études de distribution de part le globe. La
presque totalité des plantes vertes terrestres vivent en symbiose mycorhizienne. Seuls des
membres de quelques familles en sont quelques fois dépourvus, par exemple, les cruciféres

et les chénopodiacées (Fortin et al, 2008).

1.2. Les différents types de mycorhizes :

D’aprés la morphologie de I’organe résultant de I’association plante-Symbiote
fongique, différents types de mycorhizes sont distingués. Appelées ectomycorhizes,
encomycorhizes ou ectoendomycorhizes. Selon Bonfante et Genre (2010), les types les

plus répondus dans le monde seraient les ectomycorhizes et les endomycorhizes.

La classification des mycorhizes, est basée sur le type de champignon associé, selon
la reproduction sexueé, c’est-a-dire zygomyceéte de 1’ordre des glomales, comme les

ascomycetes ou basidiomycetes.

Il est bien connu que les différents types d mycorhizes possedent des capacités

différentes leur permettant d’accéder aux formes organiques et inorganiques des nutriments

du sol (Lambers et al., 2008 ; Smith et Read, 2008)

Les champignons mycorhiziens vivent généralement dans le cortex des racines des
plantes, a la surface de la racine ou autour des cellules épidermiques de la racine (Van der
Heijden et al., 2015). lls développent également des hyphes a partir des racines dans le
sol, ou ils fournissent les nutriments limitant la croissance des plantes, en particulier les

nitrates et les phosphates.
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Figure 1.1 : Les principaux types de mycorhize représentés sur une coupe transversale de
racine (Le Tacon, 1985).

e Selon la localisation des champignons mycorhiziennes :
1.2.1. Les ectomycorhizes :

(Du grec ektos : a 1’extérieur) ou les champignons se développent essentiellement
autour de la racine, en formant un manchon mycélien a partir duquel se développent des
hyphes qui s’insérent entre les cellules corticales de la racine (réseau de Hartig). A partir
de cet ancrage, le mycélium peut se développer et envahir le sol adjacent (Fortin et al.,
2008) (Fig 1.1 et 1.2).

Ce type d’association est principalement représenté chez les essences foresticres de
régions tempérées, mediterraneennes et boréales, mais il a été également décrit chez
quelques espéces tropicales de la famille des Dipterocarpaceae, Euphorbiaceae,
Cesalpiniaceae, Myrtaceae et Fagaceae). La majorité des champignons formant les

ectomycorhizes sont des Ascomycetes et des Basidiomycétes (Davet, 1996).

Ces champignons supérieurs se trouvent dans le sous-bois car, sauf exception, ils ne
forment des mycorhizes qu’avec les plantes ligneuses, arbres ou arbustes. Beaucoup de ces

champignons produisent des carpophores sur les tapis forestiers.
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La symbiose mycorhizienne concerne que 5% des especes végétales mais elle a été

trés étudiée, car ces espaces constituent la majorité des ligneux a intérét économique.

1.2.2. Les endomycorhizes :

(Du grec endon: a l’intérieur) sont caractérisées par 1’absence de manchon
mycélien et par la pénétration des hyphes fongiques dans les cellules corticales ; ces
champignons ne sont pas spécifiques et sont normalement associés aux plantes comme les
plantes forestiéres agricoles et horticoles.

Ces symbiotes a colonisation intracellulaire corticale, forment des arbuscules, des

vésicules ou des hyphes, ne se cultivent pas et ne sont pas visibles qu’aprés coloration.

Ectomycorhization
B I:

of2. =
Hyphopode

Mycelium &»‘% / ,:_% ,/
D

s [ ‘ ¥

75 \ - 4

A
Arbuscule —= |

Manteau _

i Réseau de
Hartig

A
/ Spore | b

/]

Figure 1.2 : lllustration de structures de colonisation de la racine d'une plante
ectomycorhizienne (A) et ectomycorhizienne a arbuscule (B) selon Bonfante et Genre
(2010).

1.2.3 Les mycorhizes ectotrophes :

C’est un type alimentaire de relation symbiotique dans laguelle les champignons

forment une gaine pseudo-parenchymateuse autour de la racine et envoient des branches
vers l'intérieur et I'extérieur du sol.
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e Selon la plante héte :
1.2.4. Les mycorhizes orchioide :

Ce type de symbiose mycorhizienne est nommée orchioide du fait qu’il est
parfaitement circonscrit aux plantes monocotylédones de la famille des orchidacées,
communément appelées orchidées. C’est le type de relation symbiotique dans laquelle les
hyphes myceéliens pénetrent dans les cellules racinaires et forment des petits amas appelés

« pelontons ».

1.2.5 Les mycorhizes arbusculaires :

Il s'agit du type de mycorhize dans lequel le champignon symbiote pénetre dans la
cellule corticale de la racine de la plante vasculaire et produit des arbuscules vésiculeux et
des hyphes dans le cortex racinaire. La symbiose mycorhizienne a arbuscules (AM) se
produit entre les champignons du glomycota (Schussler et al., 2001) et la majorité des
plantes terrestres.

1.2.6. Les mycorhizes éricoides :

Les membres de la famille végétale des éricacées et plusieurs types de champignons
mycorhiziens forment une relation mutualiste appelée mycorhize éricoide ces mycorhizes
sont caractérisées par des enroulements fongiques dans les cellules épidermiques des
racines a poils fins des éricacées. La membrane cellulaire de la plante reste intacte et les
filaments au-dessus de I'enroulement d'hyphes servent a augmenter la surface disponible

pour I'échange de nutriments.

1.2.7. Les mycorhizes arbutoides :

Les hyphes des mycorhizes arbustoides pénétrent dans les cellules corticales
externes et les remplissent de spires la principale caractéristique de cette relation
symbiotique est la gaine du manteau, le réseau de hartig et les spires intracellulaires. Les
plantes des genres arctostaphylos et arbutus s'associent a des champignons mycorhiziens
arbustoides. Les espéces de champignons qui forment une association ectomycorhizienne

sont également des basidiomyceétes.

1.3. La symbiose endomycorhizienne a arbuscules :
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La symbiose endomycorhizienne a arbuscule (MA) est une association entre des
gloméromycétes et des plantes terrestres (Smith et Read, 2008 ; Lenoir et al., 2016). Les
champignons mycorhiziens a arbuscule (CMA) sont des biotrophes obligatoires, formant
des symbioses avec environ 90 des plantes vasculaires terrestres (Young, 2015 ; Hanlon et
al., 2016), nécessitant donc la présence d’un héte pour completer leur cycle vivant
(Ruissen, 2013 ; Andrea et al., 2014). Dans les sols pauvres en éléments nutritifs et dans
des conditions de sécheresse de nombreuses plantes doivent obligatoirement étre associées

aux champignons mycorhiziens a arbuscules pour survivre (Gemma et al., 2002).

1.3.1. Description et caractéristiques des Champignons Mycorhiziens a Arbuscules
(CMA) :

Les champignons mycorhiziens a arbuscules (CMA) sont des composantes
importantes des écosystemes terrestres (Liu et Chen, 2007). Les CMA sont représentés par
diverses especes, selon des estimations, il pourrait y avoir 1 250 espéces de CMA dans le
monde (Borstler et al, 2006).

Le champignon mycorhizien & arbuscule forme plusieurs structures a I'intérieur des
racines (Fig 1.2), principalement des arbuscules, des vésicules des spores et des hyphes non
spécialisés. On utilise le terme propagule pour les désigner puisque toutes ces structures

servent a propager 1’espéce (Fortin et al, 2008).

Chez ce type de mycorhize, le champignon ne cherche pas a envelopper les cellules
de I’hote, comme chez les ectomycorhizes, mais y pénétre de fagon subtile sans trop en
perturber les structures. A partir de ce point d’ancrage dans la racine, le champignon
mycorhizien a arbuscule développe dans le sol une phase dite extra radiculaire, qui s’étend
en un réseau mycélien et envahit le sol adjacent, dans toutes les directions (Fortin et al,
2008).

1.3.2. Structure des champignons mycorhiziens a arbuscule :
a. Spore:

La spore sert d’organe de stockage et de propagation des CMA. Elle germe et donne
naissance a des filaments mycéliens. Lorsque les hyphes entrent en contact avec une jeune
racine, ils forment un appressorium, entre et se propage rapidement, il se différencie a

I’intérieur des racines en arbuscules et dans certains cas en vésicules.

b. Arbuscule :
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L’arbuscule est I'unité au niveau de laquelle se produisent les échanges entre 1’hote et
le champignon. C'est une ramification latérale des hyphes fongiques dans les cellules du
cortex racinaire ou le champignon pénétre et croit a I'intérieur. La membrane de la cellule
héte s’invagine et enveloppe le champignon, ce nouveau compartiment fournit un contact

direct entre le champignon et la plante (Fig 1.3).

c. Vésicule:

La vésicule est une structure de stockage a paroi fine, a contenu lipidique et apparait

généralement dans les espaces intercellulaires.
d. Hyphe extraradiculaire :

L’hyphe extraradiculaire produit par le champignon mycorhizien a arbuscule est un des
organes de propagation et peut coloniser une plante autre que la plante dont ils sont issus
(Fig 1.3).

Figure 1.3 : Structures caractéristiques des champignons mycorhiziens arbusculaires. (a)
arbuscules intercellulaires (b) vésicule intradiculaires (c) hyphes intradiculaires (d) hyphes

extraradiculaires.

1.3.3. Classification classique des CMA :
Les CMA appartiennent au phylum des Glomeromycota, ce dernier est constitué
d’une seule classe, celle des Gloméromycétes qui est subdivisée en quatre ordres, dix

familles et treize genres (Fig 1.4). Cette classification, basée sur celles de Schubler et al.,
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(2001), a été modifiée par des nombreux auteurs (Walker et Schubler, 2004 ; Palenzuela
et al., 2008).

Régne : Champignon

Phylum : Gglomeromycota

'

Classe : Ciglomerom)fcom

Ordre 4
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Figure 1.4 : Classification de CMA selon Schubler et al., (2001) modifiée par Walker et
Schubler, 2004 ; Palenzuela et al., (2008)

1.3.4. Développement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules :

Le cycle de développement des CMA peut étre devisé en 03 grandes phases :
a. Phase asymbiotique :

La phase dite asymbiotique est une phase sans contact ni échange de signaux entre les
deux partenaire (Requena et al., 2007 ; Smith et Read, 2008).

Lorsque les conditions de température et d’hygrométrie sont favorables, les spores qui
constituent les formes de conservation du champignon, peuvent germer spontanément en
absence d’une plante hote et produire un tube germinatif et quelques ramifications
primaires. Les spores des CMA économisent leurs ressources énergétiques pour conserver

leur potentiel de croissance et leur capacité a survivre (Becard et al., 2004).

Au cours de cette phase asymbiotique, le champignon vit principalement sur ses

réserves de triacylglycéride.

b. Phase pré-symbiotique :
Cette phase est caractérisée par une prolifération cellulaire accrue et une utilisation des

réserves principalement lipidiques du champignon (Bécard et al., 2004). Les champignons

10
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secrétent eux aussi des signaux diffusibles. Parmi ces molécules sécrétées par le
champignon, les Myc-LCO qui ont été mis en évidence comme jouant un réle dans la

préparation de la plante a la colonisation par le champignon (Maillet et al., 2011).

c. Phase symbiotique :

Au cours de cette phase, le champignon forme un hyphopode (appréssorium) au
contact de I'épiderme. Dans la cellule épidermique située sous I'hyphopode, un appareil de
pré-pénétration (Pre Penetration Apparatus ou PPA) constitué essentiellement par des
microtubules, des filaments d'actines et du réticulum endoplasmique, est mis en place dans
la cellule rhizodermique ciblée par le champignon. La PPA est un pont apoplasmique
endocellulaire a travers lequel le champignon va se développer pour traverser les

différentes couches cellulaires jusqu'aux cellules corticales (Genre et al., 2005 ; 2008).

Le champignon pénetre dans les cellules corticales sans en traverser la membrane
plasmique et forme des structures hyper-ramifiées appelées arbuscules (Oldroyd, 2013).
Le deéveloppement de I'arbuscule se déroule dans un compartiment résultant de
I'invagination de la membrane hote appelée membrane périarbusculaire ou symbiosome
(Parniske, 2000).

La durée de vie d'un arbuscule est contrdlée par la cellule végétale selon des
mécanismes mal connus. lls atteignent une taille maximale dans la cellule puis rentrent en
sénescence et le champignon peut étre complétement éliminé de la cellule végétale qui
revient a son état initial (Javot et al., 2007). Une cellule peut ainsi accueillir plusieurs

arbuscules successifs.

Membrane
périarbusculaire

Paroi
fongique

Figure 1.5 : Schéma et prise de vue au microscope éléctronique a transmission d'une
cellule corticale de plante abritant un arbuscule de champignon selon Bonfante et Genre
(2010).
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Figure 1.6 : Schéma des différentes phases de colonisation des MA, selon Bonfante et
Genre (2010).

1.4. Mécanisme d’action :

Plusieurs des mécanismes d’action répertoriés jusqu’a maintenant agissent de
maniére indirecte sur les affections parasitaires. Ils concernent 1’amélioration de la
nutrition de la plante, la transformation de la morphologie végétale, la modification de la
microflore et de la composition des sols. D’autres actions plus directes impliquent la
stimulation des mécanismes de défense par la plante et la compétition entre mycorhizes et

parasites pour 1’espace, les sites d’infection et les éléments nutritifs (Singh et al., 2000).

1.4.1. Croissance et nutrition :

Connaissant le fonctionnement général des mycorhizes, 1’augmentation de la
croissance et de la santé générale des plantes colonisées se traduit par une vigueur accrue
qui leur permet de mieux tolérer les stress environnementaux dont ceux causés par diverses
maladies. Cette réduction de la susceptibilit¢ aux infections n’est généralement efficace
que lorsqu’une symbiose fonctionnelle s’¢tablit préalablement a 1’attaque du parasite car,
dans la majorité des cas, ces derniers, une fois en contact avec leur hote, envahissent
nettement plus rapidement les tissus végétaux que les champignons mycorhiziens (Azcon-
Aguilar et Barea, 1996) (Fig 1.7)
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Figure 1.7 : Actions des hyphes extra-radicalaires des champignons mycorhizogene sur

I’apport en eau et nutriments a la plante (Azcon-Aguilar et Barea, 1996).

1.4.2. Les interactions mycorhizes-microflore rhizosphérique :

Selon De Oliveira et Garbaye (1989), toutes les interactions microbiennes dans le sol
sont importantes car elles créent autour des mycorhizes une ambiance spéciale qui est

fondamentale pour la stabilité de la symbiose et la survie du champignon mycorhizien.

a. Interactions pendant la phase pré-symbiotique :

Pendant la phase pré-symbiotique, les champignons mycorhiziens n'interagissent pas
activement avec les micro-organismes du sol puisque leur croissance saprophytique est
soutenue principalement par les réserves lipidiques des spores. Cependant, un effet positif
de certains micro-organismes sur la germination des champignons mycorhiziens a été

rapporté (Reddy et Satyanarayana, 2006).

La germination des spores est stimulée par la présence, dans la rhizosphere, de
Pseudomonas, Corynebacterium et Trichoderma. En plus de l'effet stimulateur sur la
germination des spores, la plupart des micro-organismes testés stimulent la croissance
mycélienne et la formation des mycorhizes (Duponnois et al., 2008 ; Tarkka et Frey-
Klett, 2008).

b. Interactions pendant la phase post-symbiotique :

Etant donné le biotrophisme obligatoire des champignons mycorhiziens, la plupart des
interactions entre ce groupe de champignons et les micro-organismes telluriques se
déroulent dans la phase symbiotique. De nombreux exemples et résultats experimentaux
confirment I'importance de ces interactions qui peuvent étre synergiques ou antagonistes
(Giri et al., 2005).

@
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En général, les interactions entre les champignons mycorhiziens et les

microorganismes de la rhizosphere sont considérées comme :

» Des interactions avec les PGPM: Plant Growth Promoting Microorganisms;

» Des interactions avec les rhizobactéries fixatrices d'azote symbiotique ;

» Des interactions avec les PSB: Phosphate Solubilizing Bacteria et les PSF:
Phosphate Solubilizing Fungi ;

» Des interactions avec les micro-organismes phytopathogenes.

1.4.3. Effet des mycorhizes sur les agents phytopathogénes :
a. Surlesvirus:

Par le biais de techniques d'immunofluorescence, il a été démontré que les virus se
concentrent de préférence dans les cellules colonisées par les arbuscules, sites d'activité
métabolique élevée. Le virus y bénéficie des échanges intensifs de minéraux, des hydrates
de carbone et d'acides nucléiques entre la plante et ses symbiotes mycorhiziens (Dalpé,
2005).

Cependant, Zachée et al. (2008) ont démontré que la symbiose mycorhizienne
d'Arachis hypogaea L. (Iégumineuse qui se développe dans les régions tropicales et sub-
tropicales) a augmenté la résistance de cette plante au RVD (Rosette Virus Disease) et a

amélioré sa physiologie.
b. Sur les bactéries :

Des études menées sur les interactions mycorhizes-bactéries ont révélé que la
mycorhization réduit significativement les dommages causés par Pseudomonas
solanacearum, P. springue, Agrobacterium rhizogenes, Erwinia carotovora et
Phytoplasma (Lingua et al. 2002 ; Ming-Qin et al.2004 ; Akhtar et Siddiqui, 2008).

C. Sur les champignons :

On estime environ 10000 espéces de champignons phytopathogénes connues dans le
monde (dispersées dans le sol, l'air (spores) et sur la surface des plantes). Les Co-
inoculations des mycorhizes avec les champignons phytopathogenes négatifs sont
observées dans certains cas. Les phytopathologies d'origine fongique sont difficiles a
contrbler a cause des parasites qui sont capables de survivre pendant une longue période en
absence de leurs plantes-hotes (Akhtar et Siddiqui. 2008).

B
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1.5. Description de la plante :

Le haricot commun Phaseolus vulgaris L. est une plante annuelle appartenant a
I'ordre des Fabales et & la famille des Fabacées dont les feuilles sont trifoliées. Le systeme
radiculaire est constitu¢ d’une racine principale et de nombreuses racines latérales qui se
tiennent horizontales sur 10 cm de long. L’état structural du sol influence la profondeur
d’enracinement de la plante (de 30 cm en conditions défavorables a 1 m dans d’excellentes
conditions) et aussi son alimentation hydrique, déterminante pour la croissance de la
plante. Une bonne implantation radiculaire permet d’éviter des problémes de flétrissement
de la plante en cas de fortes chaleurs. Sur celles—ci se développent des nodosités formées
par des bactéries du genre Rhizobium. Ces bactéries fixent I’azote de 1’air en puisant
I’énergie nécessaire dans les sucres que la plante leurs fournit. Cet azote est restitué a la

plante sous forme de composés azotés assimilables (Renard et al., 2007)

Les tiges grimpantes sont peu ramifiées et s'enroulent autour de leur support dans le
sens inverse des aiguilles d'une montre (tiges volubiles). Elles peuvent atteindre deux a
trois métres de haut. Les types nains sont plus ramifiés, prenant un port buissonnant ou

dressé, de 40 a 60 cm de haut. Ils se prétent mieux a la mécanisation des cultures.

Les feuilles de haricot sont attachées a la tige en différents points qu'on appelle des
nceuds. Elles sont disposées une par une a chaque nceud ; on dit qu'elles sont alternes. La
feuille du haricot est composée chaque partie est une foliole. Chaque feuille s'attache au
nceud de la tige par une queue ou pétiole dont la base €largie est la gaine Des deux c6tés de
la gaine, on voit deux petites lames vertes ou stipules Les feuilles ainsi que les tiges sont

vertes parce qu'elles renferment une substance verte, la chlorophylle

@
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Figure 1.8 : Description de la plante du Haricot

Les fleurs sont groupées en grappes déterminées (racemes) de 4 a 10 fleurs,

naissant a l'aisselle des feuilles. Ce sont des fleurs hermaphrodites, zygomorphes.

Les fruits sont des gousses déhiscentes, appelées également « cosses », de forme et
de longueur variable. En particulier leur section peut étre cylindrique, ovale ou aplatie
(haricots plats). Chaque gousse contient 4 a 8 graines de taille, forme et couleur variable.
La forme la plus commune est dite « réniforme », typique des haricots, mais on peut

rencontrer des grains plus sphériques.

Les graines sont plus ou moins grosses, les plus grosses ayant été sélectionnées
dans les variétés a écosser. La couleur des graines va du blanc au noir en passant par le
rouge et les couleurs panachées. Les graines peuvent garder leur faculté germinative de 3 a
5 ans. La germination des haricots est dite « épigée ». Tandis que la radicule s'enfonce dans
le sol, la croissance de I'nypocotyle entraine les cotylédons qui se déploient hors du sol. De

ce fait la plante apprécie les sols légers qui favorisent une bonne levée.
1.5.1. Classification botanique des Haricots :

Le Haricot commun est une plante de la famille des Fabaceae, il été reconnu pour la
premiere fois sous le nom Smilax hortensis, qu’est due aux botanistes Tragus et Fuchs en
1542.
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En 1753 Linné a proposé le nom binominale Phaseolus vulgaris pour désigner cette
espéce et il a classé d’autre Haricots moins bien connus a I’époque dans le genre

Phaseolus.

% Classification du Haricot :

> Reégne Plantae ;
Sous-regne Tracheeobionta. ;
Division Magnotiophyta ;
Classe Magnoliopsida ;
Sous-classe Rosidae ;
Ordre Fabales ;
Famille Fabaceae ;

YV V. V V V V V

Genre Phaseolus.
1.5.2. Cycle du développement des Haricots :

Commence avec la formation d’un zygote principal et d’un zygote accessoire suite
a la double fécondation du sac embryonnaire, ce dernier est renfermé dans 1’ovule. Lui-
méme protégé par le pistil de la fleur le zygote accessoire formera un tissu nourricier
I’albumen, tandis que le zygote principal est a 1’origine d’une nouvelle plante. Le zygote
principal subisse des nombreuses mitoses forme un embryon, qui comporte deux
cotylédons lobes foliacés gorgés des réserves. L’embryon mature est protégé dans la graine

mire en dormance a I’intérieur d’un fruit « gousse ».

Quand les conditions sont favorables et la dormance levée, la graine retourne a la
vie active et germe la radicule perce le tégument et s’enfonce dans la terre , la tigelle
grandit vers le ciel soulevant les cotylédons au-dessus du sol vers la lumiere, la plantule
devaient autotrophe et grandit jusqu’a atteindre le stade adulte auquel elle fleurit , la plante
adulte présente un appareil végétatif partagé entre un appareil racinaire souterrain et un

appareil caulinaire développé en milieu aérien (Meyer et al., 2008).
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Figure 1.9 : Le cycle du développement du Haricot.

1.5.3. Production mondiale des Haricots :
Entre 1961 et 2017, la production totale de haricots a doublé passant de 14,4 a 28,6

millions de tonnes, progressant assez régulierement au taux de 1,5 % par an.

Pour les haricots secs, la production mondiale est estimée a 19,6 millions de tonnes en
2017 (source : FAO). La surface totale consacrée a cette production représentait un peu
plus de 26 millions d'hectares pour un rendement moyen de 7,4 quintaux par hectare. Les

quatre premiers pays, Etats-Unis, France, Mexique et la Turquie représentent 44 % du total

de la production mondiale.
1.5.4. Les variétés les plus cultivés en Algérie :

» Haricot nain mange tout : Contender, Djedida, Moliere ;
» Haricot nain a ecosser Coco de Prague, Pactole... ;
» Haricot a rames mange tout : Sidi Fredj, Blanc de juillet ;

» Haricot a rames a écosser : Coco blanc, Coco de Prague.

0



Chapitre 11 ;

Matériels et
Meéethodes

E



Chapitre Il : Matériels et Méthodes

11.1. Matériel :

11.1.1. Matériel non biologique :

Le matériel non biologique représenté par, la verrerie, 1’appareillage et les milieux

de culture est consigné en annexe 1 et 2.

11.1.2. Matériel biologique :
a. Lesol:

Le sol utilisé pour I’isolement de quelques bactéries telluriques a été prélevé en mai
2022 a partir de 03 zones au niveau de la station expérimentale de la faculté des sciences
de la nature et de la vie, de I’université Saad Dahlab Blida 1 (Fig I11.1). Un échantillonnage
de sol d’environ 700 g a 1 Kg a été effectué a partir de la couche sous-jacente (rhizoplan) a
une profondeur de 25 a 30 cm, apres avoir écarté la couche superficielle du sol, les
échantillons ont été prélevés dans trois endroits, en appliquant la méthode de quadriage
décrite par (Pauwels et al., 1992) avec un intervalle de trois metres entre chaque unité
d’échantillonnage. Ces derniers sont ensuite mélangés afin d’obtenir un échantillon de sol

représentatif.
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Figure 11.1 : Zone d’échantillonnage (A) (Google Maps), (B) : photo originale. Mai 2022.

b. Materiel végétal :

Nous avons utilisé la variété de Haricot: Jalila, elle nous a été procurée par des

distributeurs de semences, leur caractéres sont résumés dans le tableau suivant :
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Tableau I1.1: Quelques caracateres de la variéte etudiée.

Variété Jalila

No, de lot 1187392
Germination/ pureté min 85/99

Date de récolte 2018
Emballage 5 Kg
Traitement BioStim Protection
Origine Etats Unis

c. Matériel fongique :

L’inoculum a base de champignon mycorhizien arbusculaires utilisé dans ce travail
provient du sol algérien sous forme d’engrais biologique (souche de collection du
laboratoire de Mdme BELMESKINE ).

11.2. Méthodes :

11.2.1. Mise en place de ’expérience :

Notre travail qui porte sur 1’isolement des bactéries telluriques, provenant de deux
isolats (sol mycorhizé, et non mycorhizé) afin de connaitre I’effet des mycorhizes sur
certains microorganismes isolés su sol a été réalisée au niveau du laboratoire de projet de
fin d’études (PFE) du département de biotechnologie, de la faculté¢ des sciences de la
nature et de la vie de 'université Saad Dahlab Blida 1 sur une période d’un mois allant de
juin jusqu’a juillet.

11.2.2. Préparation des sols :

Chaque échantillon de sol a été séché a l’ombre a température ambiante,

homogénéisé, tamisé avec un tamis de 2 mm puis répartis dans des sachets en papier. Une

partie d’échantillon de sol a été stérilisé dans un four ¢ 180° C deux fois pendant 2 heure

de temps, a 24 h d’intervalle et I’autre partie a été gardé a 1’état brut.

11.2.3. Désinfection et pre-germination des graines de Haricot (Jalila) :

Les graines de haricot sans défauts physique visuels ont été sélectionnées. Celles-ci
ont été désinfectées superficiellement par trempage dans 1’eau d’javel ( 12°) a 1 % pendant
cing (05) minutes, puis rincées abondement a 1’eau distillée stérile afin d’éliminer les

traces de I’eau d’javel. Apres séchage, les graines étaient mises aseptiquement dans des
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boites de Pétri stériles contenant des papiers filtre imbibés d’eau distillée stérile, a raison
de 07 graines réparties uniformément sur toute la surface de la boite. La germination des
graines étaient assurée par incubation de ces boites dans une étuve réglée a 20°C pendant 5
a 7 jours (Fig 11.2). Une fois pré-germées, les graines étaient repiquées dans des pots de

deux différents sols (Stérilisé et non stérilise)

Figure 11.2 : Les différentes étapes de la préparation des graines (Photos originaux).

11.3. Le dispositif expérimental de I’essai :

Le dispositif expérimental de 1’essai est composé de 04 traitement et en 04 répétition

donc 32 pots d’essai :

v" NSNM : sol non stérilisé non mycorhizé
v" SNM : sol stérilisé et non mycorhizé
v" NSM : sol non stérilisé avec mycorhize

v" SM : sol stérilisé avec mycorhize

11.4. Plantation des plantules de haricot (Jalila) :

Les plantules ont été cette fois ci, repiqués dans des pots contenant 1 Kg de sol,

stérilisé pour ce qui est de SNM et SM, et non stérilisé pour ce qui est de NSNM et NSM.
(Fig 11. 3)
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Figure 11.3 : Repiquage des plantules de haricot (Jadida) dans des pots (photo originaux).

+ Inoculation des CMA dans le sol :
L'inoculation des CMA a été faite juste avant le repiquage et chaque plantule de NSM

et SM a recu 20 g d’inoculum de CMA formulé comme engrais biologique a distance de

5cm sous-sol  (Fig 11.4)

ety SR

Figure 11.4 : Témoin de CMA (photo originale)

11.5. La collecte des données :
A partir d’une semaine apres le repiquage des plantules du Haricot dans des pots

de 1 Kg du sol (01/06/2022). Elles ont été mesurées en cm.

11.5.1. Mesure des parametres de croissance des plants de haricot :
Les parties aérienne et racinaire des plantes de chaque pot ont été prélevées afin

d’évaluer l'effet de chaque isolat fongique. Différents paramétres de croissance ont été

3




Chapitre Il : Matériels et Méthodes

mesureés : la taille, le nombre des feuilles et folioles. Ces mesures ont été effectuées sur une
plante de haricot par pot et quatre pots par condition (témoin sain négatif (sol non stérilise),
témoin sain négatif (sol stérilisé), témoin sain positif (sol non stérilisé), témoin sain positif

(sol stérilisé)).

1. La taille a été mesurée a partir du collet jusqu'a I'apex de la derniere feuille du
brin principal. Ainsi que, on mesurant la longueur des racines et des feuilles.

2. Le nombre des feuilles et folioles.

3. Les poids frais des parties aérienne et racinaire de chaque plante ont été pesés.
Le pourcentage de matiere frais pour la parte aérienne et le systeme racinaire a
été illustré dans des diagrammes.

4. Absence des fruits (pour manque de temps).

11.5.2. La vérification de la présence des CMA :

A la fin de I'expérimentation qui a durée 50j, un prélevement aléatoire d'environ 1 g
des racines fines de chacun des traitements modalité (NSM, SM) ayant recu les souches de
CMA a été fait. Ces racines ont été colorées au laboratoire de PFE département de

biotechnologie a I’université de Saad Dahlab Blida.

< Mise en évidence de la colonisation mycorhizienne :

Pour la détection de la colonisation des racines par les CMA, un traitement et une
coloration préalable des racines sont nécessaire. Pour cela, la méthode de Phillips et
Haymann (1970) est utilisée avec une 1égére modification. Les racines sont d’abord lavées
sous 1’eau du robinet pour €liminer les débris et les particules du sol, ces racines sont
coupées en morceaux, de 1cm de long, placées dans un bain de potasse (KOH) (10%) et
chauffée a une température de 90 °C durant 30 mn pour vider les cellules, rincées dans
I’eau distillée stérile trois (03) fois successives afin d’éliminer toute trace de KOH, et
placées dans une solution de bleu trypan a 0,05% pendant 30 mn a une température de 90
°C.
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Figure 11.5 : Les étapes de coloration des racines (photos originaux).

Les fragments des racines d’environ 1 cm de longueur prélevés de chaque
échantillon coloré ont été disposés parallelement entre lame et lamelle. La mycorhization
s’observe a I’examen au microscope photonique (x40) par une coloration bleu foncé des

structures fongiques dans les racines.

11.6. Isolement des bactéries a partir du sol :

< Sol non mycorhizes :

1. Préparation des dilutions :

A I’aide d’une micropipette de 1000 pl une série de dilution décimale (10 4 10%%) a
été préparée pour I’échantillon du sol (avant I’inoculation des CMA). 10g du sol a été
introduit dans 90 ml d’eau distillée stérile. La dilution de 10 est ainsi obtenue et soumise a

une agitation continue pendant 10 minutes. Par la suite une série de dilution décimale a été

réaliser jusqu’a ’obtention de la dilution 10™° (Fig 11.6).

F—

: ~ .’ : "~ 44‘
Figure 11.6 : Préparation des dilutions (Photos originaux).

2. Mise en culture :

e 100ul de chaque dilution ont été prélevé puis étalés sur le milieu LB (Luria-Bertani)

(annexel). Chaque dilution est ensemencée a 1’aide des billes stérile. Les boites de
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Pétri portante les indications nécessaires (dilution, la date, le code) ont été incubées a
30°C pendant 24 a 48h.

e Apres incubation, les colonies d’aspects différents, ont fait 1’objet d’une purification
sur le milieu LB et King B (King et al., 1954) (Annexel), une fois purifiées, afin

d’effectuer le test de fluorescence sous UV (365nm) puis désignée par un numéro de

code (Fig 11.7)

Figure 11.7 : Codification des boites et selection des colnies a purifies (Photo originale).

11.7. Purification des souches :

La pureté des souches bactériennes a été verifiée sur le milieu LB (Annexel) en

réalisant plusieurs repiquages successifs jusqu’a 1’obtention des souches pures.

Figure 11.8 : Souches bactériennes pures (photos originaux).

11.8. Conservation des souches :
Les souches bactériennes pures ont été conservées dans un milieu LB en tubes incliné
a-4°C.
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Figure 11.9 : Conservation des souches bacéteriennes purs (Photos originaux).

11.9. Identification des souches isolées :

« Examen macro et microscopique :

11.9. 1. Examen macroscopique :

L’examen macroscopique consiste a étudier a 1’ceil nu I’aspect, la taille, I’odeur la

forme et la couleur des colonies.
11.9. 2.Examen microscopique :

L’observation microscopique permet d’étudier I’aspect morphologique de la cellule
microbienne, donc examiner les bactéries a 1’état frais (examen entre lame et lamelle des

bactéries vivante) et aprés coloration de Gram (annexe3).

% Caractérisation physiologiques et biochimique :
Pour étudier nos souches nous avons utilisé la clé d’identification des bactéries

d’aprés Hart et Shears, 1991 (Fig 11.10)
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Coloration de Gram

Bactéries a Gram positif

-

:

A 4

Bactéries a Gram négatif

:

Cocci Bacilles .
l l Cocci
Catalase Sporulation Acinetobacter
Neisseria
Bordetella...
Staphylococcus Streptococcus | | Bacillus Lactobacillus
Corynebacterium
Listeria...

:

Bacilles

Oxydase
Pseudomonas Enterobacteriaceae :
Compylobacter Escherichia coli
Moraxella Shigella
Aeromonas Salmonella

Figure 11.10 : Cl¢ d’identification des bactéries (d’aprés Hart et Shears, 1991).

1. Coloration de Gram :

Nous avons établi la coloration de gram (Annexe 3) de quelques souches

bactériennes.

Figure 11.11 : La coloration de Gram des souches bactériennes (photos originaux).

2. Test a la potasse ‘KOH’ :

Le test de I’hydroxyde de potassium ‘KOH’ peut étre utilisé comme test de

confirmation pour la coloration de Gram. La formation d’une chaine (ADN) dans 3% de

KOH indique que I’isolat est un organisme Gram négatif (Les parois cellulaires & Gram
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négatif sont décomposées par 3% de KOH et libérent a leur tour un matériau

chromosomique visicoide qui fait que la suspension devient épaisse et filandreuse.)

v Une goutte de 3% KOH sur une lame microscopique.

v Transférer une quantité généreuse de bactéries (cultivées pendant 24- 48h) a la
goutte de KOH Remuer soigneusement.

v La solution de bactéries a Gram négatif sera visqueuse et formera une chaine

mucoide dans les 30 secondes.
3. Test de fluorescence :

La production du pigment fluorescent a été recherchée sur le milieu King B (King
et al., 1954) (Annexe 01). Apres incubation de 24 a 96 heures a 26°C, le développement
du pigment fluorescent a été révélé sous UV (350-400nm), ou a I’ceil nu dans le cas

d’intensité €élevée en comparaison avec un témoin non ensemence.

Figure 11.12 : Des souches bactériennes fluorescentes (photos originaux).

4. Test d’oxydase :

La recherche de I’oxydase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les

bactéries a la coloration de Gram négative.

Le test de ’oxydase consiste a mettre en évidence la capacité que possede la
bactérie a oxydé un réactif incolore (NN-diméthyle — paraphyléne diamine) en un dérivé

rose violacée.

Le test est réalisé par mise en contact d’une créme bactérienne jeune de 24h avec
un disque d’oxydase, la réponse indique la présence de cytochrome oxydase se manifeste
par I’apparition d’une coloration violette apres 10 secondes. La réponse est positive tardive
lorsqu’elle apparait en retard (10 & 60 secondes) au-dela de 60 secondes la réponse est
négative (Hilberand et al., 1988).
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5. Recherche de la catalase :

La recherche de la catalase présente un intérét taxonomique en ce qui concerne les
bactéries a la coloration de Gram positif.

Le test consiste & mettre des bactéries en quantité suffisante en contact avec le
peroxyde d’hydrogéne H,0, Les bactéries qui possedent la catalase, dégradent le peroxyde

d’hydrogene en oxygéne et dioxygene, visible par la formation des bulles d’air.
H202 :::9 HZO + ]/20
% Sol mycorhizeé :

Aprés inoculation des CMA les mémes étapes ont été réalisé que celle du sol non

mycorhiz¢ afin d’isoler, purifier et identifier les souches bactériennes.
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I11.1 Test de vérification de la présence des CMA :
Les racines observées apres coloration ont montré la présence des champignons
mycorhiziens arbusculaires. Plusieurs formes (mycélium extra-racinaire et intra-racinaire,

arbuscules) ont été observeées, ce qui prouve la présence des CMA.

Figure 111.1 : Vue sous microscope présence de CMA (photo original).

I11.2. Impact des mycorhizes sur les parametres de croissance des
haricots :

Les résultats obtenus de la culture des haricots Phazeolus vulgaris L. dans des sols traités
et non par les mycorhizes, montrent une différence de croissance entres les plantes de haricot
mycorhizées et les témoins non mycorhizés (Fig 111.2). En effet, il a été noté une rapidité de
croissance et meilleurs parametres agronomiques chez les plantes dans des sols ayant subis un

traitement par les mycorhizes.
Les différents traitements du sol effectués :

» SNM : Stérile Non Mychorizé ;

» SM : Stérile Mychorizé ;

» NSNM : Non Stérile Non Mychorizé ;
» NSM : Non Stérile Mychorizé.
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Plantes
mycorhizées

Plantes Non
mycorhizées

Figure 111.2 : Croissance des plantes mycorhizées et non mychorizées.

111.2.1 Effet de la mycorhization sur le développement de la tige :
a. Hauteur de la tige :

Tel qu’illustré dans (Fig 111.3), il ressort que la hauteur des tiges des plants dont les
sols, stériles et non stériles ayant subis une biofertisation par les mycorhizes, est plus

importante comparée aux sols non traités.

30,00
25,00
3
S
@ 20,00
)
e = SNM
< 15,00
'E HSM
2 10,00
s NSNM
B
5,00 = NSM
0,00

1 10 20 30 40

Temps (jour)

Figure 111.3 : Effet de la mycorhization sur la hauteur de la tige.

b. Poids de la partie aérienne :
La Figure 111.4 représente la variation du poids de la partie aérienne (tige + feuilles) de
tous les plants, en fonction des différents traitements du sol. On remarque également les

meilleurs poids pour les sols (stériles : SM et non stériles : NSM) mycorhizés.
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Figure 111.4 : Effet de la mycorhization sur le poids de la partie aérienne de la
plante de haricot.

111.2.2. Les feuilles :
a. Nombre des feuilles :

Le nombre de feuilles a été également évalué dans cette étude comparative La Fig.
I11.5. On remarque que le nombre de feuilles le plus important est repéré dans les plans du

sol naturel mycorhize.

NbreFeuilles

8,00
2 7,00
(=
2 6,00
w
2 5,00
S
2 4,00
S 3,00
[}
S5 2,00
g 1,00
2

0,00 T T T |

SNM SM NSNM NSM
Traitementsdu sol

Figure 111.5 : Effet de la mycorhization sur le nombre de feuilles.

b. Poids des feuilles :
La Figure 111.6 révéle I’impact de la mycorhization sur le poids frais des feuilles qui
est considere comme parametre vegeétatif important a estimer dans la croissance des

plantes. On note aussi les meilleurs poids pour les sols (SM et NSM).
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Figure 111.6 : Effet de la mycorhization sur le poids frais des feuilles.

111.2.3. Les racines :

Il était important d’étudier 1’effet de la mycorhization sur la longueur des racines
(Fig 111.7), largeur des racines (Fig 111.8) et le poids des racines (Fig 111.9). En effet, les
résultats ont démontré une ramification importante des racines, en longueur et largeur, des
plants mycorhizes, ce qui permettra a la plante d’aller chercher les substances nutritives

plus loin dans la rhizosphére.
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NSNM NSM

Traitements du sol

Figure 111.7 : Effet de la mycorhization sur la longueur des racines
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Figure 111.8 : Effet de la mycorhization sur la largeur des racines
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Figure 111.9 : Effet de la mycorhization sur le poids des racines.

o Interprétation :

Les résultats des mesures des paramétres de croissance des plantes de haricot (la
hauteur de la tige, la longueur, largeur et poids des racines, longueur des feuilles, le
nombre et le poids des feuilles, nombre des folioles, le poids frais de la partie aérienne)

sont représentés dans les diagrammes précedent.

Les résultats montrent que la mycorhization stimule la croissance des plantules de
haricot (Jalila) inoculées par apport au témoin non inoculés, son effet se manifeste par :
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> L’augmentation des paramétres de croissance des plantes mycorhizées par
apport au témoin non inoculées.

> L’importance du chevelu racinaire chez les plantes inoculées.

Les plantules inoculées par les CMA ont une longueur de racine plus importante qui
atteint (7.5,6 et 5) cm contrairement au non mycorhizées qui atteint (4, 3.8, 3.3) cm par
ailleurs, la longueur des tiges et des feuilles des méme traitement représentés (28.5, 27.5)
cm et (24, 22.5) cm pour NSNM, SNM (20, 19) cm et (16, 15) cm respectivement. De plus
nous avons constaté que les feuilles des plantes mycorhizeés tres large et un stade de 11 a 9
feuilles pour chaque plante cas de NSM (sol non stérilise) et un nombre de nombre de
folioles de (6, 5). A un mois de croissance les poids frais des plantes inoculées étaient plus
grands que celui des témoins non inoculés. On note (10, 7.5) g pour les parties aérienne de
NSM et SM, (4, 2.8) g pour le poids racinaire quant a NSNM et SNM (4, 2.8) g pour le

poids aérien et (2.5, 1.6) g poids racinaire.

Les CMA sont connus pour leur réle qui est important dans les écosystemes car ils
participent & la décomposition et a la minéralisation de la matiére vegetale organique. Ils
mobilisent et transportent les éléments nutritifs tels que 1’azote et le potassium présent dans
le sol vers la plante par le biais du mycélium extra-radical, qui explore le sol et fournit une
grande surface pour I’absorption d’eau et d’éléments nutritifs. Ce qui augmente

potentiellement la croissance des plantes mycorhizables a savoir les haricots.

@



Chapitre 11 : Résultats et discussion

111.3.pré-ldentification des souches bactériennes :

Les résultats des bactéries obtenus sont classes dans des tableaux avec les tests suivant :
caractérisation macroscopique, coloration de gram, test catalase, test oxydase et test de

fluorescences ci-dessous :

Tableau I11.1 : Récapitulatif des résultats des colonies identifiées dans les isolats des sols.

Souche sur milieux LB

Caractere
macroscopique
sur milieu de
culture LB

Gram

catalase

Test

oxydase

Test

Fluorescent
Sur king B

Colonie créme,
rugueuses, de
taille petite
avec contour
réguliere.

Négative

I

Négative

Fluorescent

Colonie
blanche
rugueuses, de
taille moyenne
avec un contour
réguliére

Négative

I

Négative

Fluorescent

Colonie
blanche
rugueuses, de
taille grosse,
lisse, mugueuse
et bombé avec
contour
réguliere

Positif

Négative

I

Non
Fluorescent

Colonie
blanche et
transparente
réguliere de
petite taille
avec contour
Blanc

Positif

Positif

I

Non
Fluorescent
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Colonie
blanche de
taille grosse,
lisse avec
contour
irréguliere

Négative

I

Négative

Fluorescent

Colonie
blanche, de
taille grosse,
lisse avec
contour blanc
réguliére

Positif

Négative

I

Non
Fluorescent

C1/Colonie
jaunétre, de
taille
punctiforme
rugueuse avec
contour
réguliere

Positif

Négative

I

Fluorescent

Colonie
jaunatre, de
petite taille,

rugueuse avec
contour
irréguliere

Négative

Positif

Non
Fluorescent

Colonie
blanche de
taille grosse,
rugueuse avec
contour
irréguliére
transparente

Positif

Positif

Non
Fluorescent
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Colonie
blanche,
bombé, de taille
moyenne avec
contour
irrégulier

Positif

Négative

I

Non
Fluorescent

o Interprétation :

Le résultat obtenu montre que le sol provenant de la station d’étude de notre faculté est

tres riche en communauté bactériennes, seules les souches les plus fréquentes ont été

sélectionnees dont 38 souches on note 24 profils a gram + et 14 a gram —

Les caractéristiques macroscopiques des colonies sélectionnées sur les milieux (LB) et,

ainsi que les résultats des tests biochimiques sont regroupés dans le tableau :

Tableau I11.2 : Récapitulatif des résultats des colonies identifiées dans les isolats des sols
mycorhizé.

Souche

Caracteres
macroscopigues
sur milieu LB

Gram

Test
catalase

Fluorescent

Colonie blanche
bombé rugueuse,
de petite taille
avec contour
réguliere

Positif

Négative

Non
Fluorescent

Colonie blanche
de taille
moyenne, lisse
avec contour
réguliére

Positif

Négative

Non
Fluorescent

Colonie blanche
de petite taille,
rugueuse avec

contour
réguliére

Positif

Positif

Fluorescent
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1/Colonie
blanche Positif Négative Non
punctiforme, Fluorescent
lisse avec
contour
réguliere

Colonie blanche

a transparente, Positif Négative Non
bombé avec Fluorescent
contour

réguliére blanc

o Interprétation :

Nous avons constaté¢ qu’apres inoculation des CMA, la population bactérienne a

diminué on note 24 souches dont 14 profils a gram + et 10 a gram —

Les caractéristiques macroscopiques des colonies sélectionnées sur les milieux (LB) et

(King B), ainsi que les résultats des tests biochimiques sont regroupés dans le tableau

En effet, les CMA ont affectés la diversité microbienne cela est due a leur pression
sélectives sur certains agents microbien susceptibles de favoriser la croissance de la plante
créant ainsi un complexe trophique associant la plante hote, les symbiotes fongiques et

certaines composantes de la microflore tellurique.

®,

s Effets de la synergie CMA-microorganisme (bactéries) sur le développement

des plantules de haricot :

Les résultats obtenus ont révélé que la combinaison entre 1’inoculation des CMA et la
présence des micro-organismes dans le sol a eu des effets sur les paraméetres de croissance
des plantes de haricot (Jalila) inoculées dans un sol brut (non stérile) NSM, qui s’est
manifesté par une croissance vigoureuse est un systeme racinaire plus développé. De cet
essai il en sort que la meilleure croissance obtenue apres inoculation par les CMA dans un
sol non stérile, suivi par les plantes inoculées par les CMA (dans un sol stérile) SM, ensuite
par les plantes non inoculées et un sol non stérile NSNM, et enfin les plantes non inoculées

dans un sol stérile SNM.

Les résultats révélent que les traitements des plantules de haricot par les CMA dans un

sol riche en microorganisme ont eu un effet synergique pour le développement et la

.
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croissance des plantules. On constate également, que le traitement des CMA seuls a eu un

effet inferieur qu’en synergie.

111.4 Discussion :

L’inoculation des CMA dans les plantes de haricots a donné un effet positif sur les
parametres de croissance, en améliorant considérablement la hauteur de la tige, longueur
des racines et poids des racines, poids frais aérien. Donc nous résultats se rapproche des

résultats suivants :

Selon différentes études d’inoculation de CMA sur des cultures au Pérou, I’efficacité et
I’impact positif sur I’amélioration de la productivité ont ét¢ démontrés, preuve d’un effet
positif de I’inoculation mycorhizien du champignon, sur la production des plants de Pinus
radiata, ou des plantes inoculées ont montré des tiges, une plus grande taille et d’un plus

grand diametre que celles des plantes témoins.

Aussi selon le journal scientifique européen publie en mai 2021, une étude
scientifique a été réalisée afin de démontrer I’effet de I’inoculation des CMA sur trois
variétés de Voandzou. Il ressort qu’apres inoculation des trois variétés les paramétres de

croissance ont considérablement augmentés.

7

< Etude dans d’autre pays :

L’inoculation avec les champignons MA a été testés sur des plantes indigénes
d’Amérique (Amelanchier denticulata et Eysenha-radita polystachya (‘Baton sucre’)
cultivées dans des sols pauvres du Mexique. Méme avec des pourcentages relativement
faibles de mycorhization, des ameéliorations significatives ont été obtenus dans la

croissance initiale en diameétre et en hauteur, ce qui confére des avantages trés important.

Du méme, un effet bénéfique (plus grand poids observé au début de I’acclimatation de
bananiers d’Urabaa en Colombie suite a 1’inoculation avec des champignons MA, qui a
permis de coloniser les racines en développement, obtenant ainsi des bénéfices pour la

plante dés le début de sa croissance.

+ L’objectif principal de cette étude est de démontrer I’effet des CMA sur quelques

microorganismes isolés du sol, plus précisement sur la communauté bactérienne du sol.
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L’inoculation des CMA, dans le sol a affecté¢ quantitativement la diversité bactérienne
de la plante. Donc nos résultats se rapprochent a celui démontrés par (Van der Heijden et
al.,1998 ; Kilronomos et al., 2000 ; O’cnnor et al., 2002).

Par ailleurs selon Linderman et al., 1991 les mycorhizes forment une relation
symbiotique avec les racines des plantes et modifient considérablement la morphologie et
physiologie de la plante. Entre autres changement physiologique, 1’exsudation racinaire est
altérée qualitativement, et donc la composition microbienne de la rhizosphére change. Ce

qui coincide avec nos résultats.

Du méme Ranskov et al., 1999 ont décrit une compétition pour les nutriments entre les

différents protagonistes de la rhizosphere. D’ou la diminution de la population bactérienne.

Une étude similaire a été réalisée par Barea et al., 2002 qui démontent que les

bactéries de la rhizosphére concurrencent fortement avec les symbinotes fongique.

Une autre étude été réaliser en 2002 par Johnson et al, qui démontre que 10 a 20 % du

carbone fixe au niveau du sol végétal sont transféré aux symbiotes fongiques.

Duponois et al., en 2007 ont parlé de pression selective des mycorhizes sur les
communautés microbiennes grace a des composés chimique. En effet les hyphes
mycorhiziens exsudent des composés chimiques qui ont un effet sélectif sur les
communautés microbiennes de la rhizosphére et du sol. Ces compartiments microbiens

sont communément appelés « mycorhizosphére »

Il a été démontré que les mycorhizes on a effet sélectif sur cératines microorganismes
susceptibles de favoriser la croissance de la plante, généralement ce sont des bactéries
symbiotique et libre fixatrices d’azote, les bactéries solubilisant les nutriments, ou bien
agents de lutte biologique fongique et bactériens, et autres champignons. Parmi ces
bactéries nous retrouvons les bacteries dites PGPM (Plant Growth Promoting
Microoganismes) (Ramos et al., 2003 ; Roseti, 2005; Lingua et al., 2008). Elles
favorisent la formation des mycorhizes mettant en jeu la production d’hormones ;

vitamines ; acides aminés, acides organiques, et enzymes ; Gabaye (1994).

Dans notre présent travail, nous avons essayé de contribuer a I’étude de I’effet des
mycorhizes sur certains microorganismes (plus précisément sur les bactéries telluriques),

en utilisant comme partenaire végétal le Haricot vert (Phaseolus vulgaris).
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Les résultats obtenus ont montré une réponse positive, a ’interaction mycorhizes-

bactéries sur les différents traitements, et parametres étudiés.
Une diminution de la population bactérienne, apres inoculation de CMA.

La hauteur des plantes, la longueur de la racine principale et le poids frais des parties
aériennes, ont également donné une réponse positive apres inoculation de CMA, sur le sol
normal ainsi que dans le sol stérile. Cependant, nous remarquons que la croissance des
plantes, et le rendement des plantes dans un sol stérile, ne peuvent rivaliser avec les plantes

mycorhizées dans un sol brut.
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Conclusion générale

Dans notre présent travail, nous avons essay¢ de contribuer a 1’étude de 1’effet des

Mycorhizes sur certains microorganismes (plus précisément sur les bactéries

telluriques), en utilisant comme partenaire végétal le Haricot vert (Phaseolus vulgaris)

Les résultats obtenus ont montré une réponse positive, a ’interaction mycorhizes-

bactéries sur les différents traitements, et parameétres étudiés.
Une diminution de la population bactérienne, aprés inoculation de CMA.

La hauteur des plantes, la longueur de la racine principale et le poids frais des parties
aériennes, ont également donné une réponse positive apres inoculation de CMA, sur le sol

normal ainsi que dans le sol stérile. Cependant, nous remarquons que la croissance des

plantes, et le rendement des plantes dans un sol stérile, ne peuvent rivaliser avec les

plantes
mycorhizées dans un sol brut.
A partir des résultats obtenus, nous constatons que le complexe mycorhize-bactéries a
eu effet positif sur la croissance des plantes de haricot.
Nous remarquons également que 1’inoculation des CMA (dans un sol non stérile) a

affecté quantitativement la microflore bactérienne. Car les mycorhizes effectuent une

pression
sélective sur les micro-organismes susceptible de favoriser la croissance des plantes.
Ces bactéries spécifiques a la croissance des plantes, sont plus communément appelées

les PGPM, elles incluent les PGPR (Plant Growth Promoting Rhizobactéria), et les
PGPF

(Plant Growth Promoting Fungi) qui s’associent aussi a la symbiose mycorhizienne.
On trouve également un groupe particulier des PGPR, ce sont les MHB, (Mycorrhiza
Helper Bactéria) ce sont des bactéries capable de promouvoir le développemnt des

mycorhizes. Elles appartiennent a différents groupes taxonomique : les bactéries du

genre
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Pseudomonas Bacillus, Paenibacillus ; Serratiamarcescens, et Rhizobium sont les plus
fréquentes chez des endomycorhizes.
Il est souhaitable de poursuivre les travaux concernant la compréhension de ces

mécanismes d’action, et d’identifier les souches bactériennes intervenant dans cette

action et

aussi de réaliser un engrais biologique, « Bactomycor » un complexe de mycorhizes et
de

bactéries bénéfiques qui favorisent la croissance des plantes telles que les haricots verts.
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Annexe 01

1. Milieu de culture :
Le milieu est stérilisé a 1’autoclave pendant 20 minutes, a une température a

environ 120°C. Ces ingrédients pour 1 litre d’eau distillées.

Il est ensuite placé a une tempeérature ambiante afin de refroidir pour le manipuler
plus facilement et surtout afin d’éviter la condensation sur les couvercles des boites de

Pétri.

Milieu LB (Luria-Bertani. 1950)

Peptone................. 10g
Extrait de levure.......... 5¢g
Nacl..oooooiiii, 10g

Peptone................oooenel. 20g

Glycérol...........ooooiiiiiiin. 15 ml
K2Hpod.....oovvvvieen 15¢g
MgSo4.....cvvviiiiii 15¢g
Agar........ooiiiiiiiiii 20¢g
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Annexe 02

Matériel non biologique (appareillages et verreries) :

Balance a pesé

Autoclave Billes de verre stériles (a gauche)

Micropipette (& doite)

@



Four Pasteur

Lampe a UV

Pipeteur

Annexes
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Annexe 3

Coloration de gram :

1. Inonder le frottis séché a l'air et fixé a la chaleur pendant 1 minute avec le
réactif de coloration au cristal violet. Veuillez noter que la qualité du frottis
(concentration cellulaire trop lourde ou trop légere) affectera les résultats de la
coloration.

2. Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2
secondes.

3. Inondation avec le mordant : iode ou lugol. Attendez 1 minute.

4. Laver la lame dans un jet doux et indirect d'eau du robinet pendant 2
secondes.

5. Inondation la lame avec agent décolorant. Attendre 15 secondes ou ajouter
goutte a goutte pour faire sortir I’agent de décoloration.

6. Inondation la lame avec contre-colorant, ‘safranine'. Patienter 30 secondes a
1 minute.

7. Laver la lame dans un jet d'eau douce et indirecte de I'eau du robinet jusqu'a
ce qu'aucune couleur n'apparaisse dans l'effluent, puis sécher avec du papier
absorbant.

8. Observez les résultats de la procédure de coloration sous immersion dans

I'nuile. Examiner au microscope, objectif x100.




