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Résumé

L’objectif de ce travail était la maitrise de la multiplication des champignons
mycorhiziens arbusculaires (CMA), et la production d’un biofertilisant a base de ces
champignons.

Le premier essai de multiplication des CMA de deux inocula I1 et 12 produits a
I’Université Blida 1 dans le cadre du projet de coopération Algéro-Canadienne, sur deux
espeéces de plantes-hdtes avait échoué. Une deuxiéme tentative, ou nous avons testé
I’effet de trois proportions de compost (0,5 et 10%), a été lancé. La multiplication de
CMA de I, a encore échoué. Pour I;, Les fréquences de mycorhizations maximales
étaient de 85.55 % pour le substrat sans compost, 72.22 % pour 5 % de compost et
46.89 % avec 10 % de compost. L’intensité de colonisation du systeme racinaire M %
était faible, 24.52% pour le substrat sans compost, 16.06 % pour 5 % de compost et 8.05
% pour 10 % de compost. De faibles teneurs arbusculaires A% ont été notées, 11.19 %
pour le substrat sans compost, 7.57 % pour 5 % de compost et 3.71 % pour 10 % de
compost. Ces résultats montrent que 1’utilisation de compost ne favorise pas la
multiplication des CMA.

Pour la production d’un biofertilisant a base de CMA, I’'inoculum primaire utilis¢ est
constitué¢ de sol rhizosphérique et de fragments racinaire de Lavandula stoechas récolté
dans la Forét de Oued Djer EI’Affroun. L’évaluation de I’état de mycorhization de L.
stoechas, montre que le systeme racinaire est bien mycorhizé (F% = 89 %), I’intensité
de la colonisation du cortex racinaireété importante (M% = 55 %) ou les arbuscules
représentent 45 %. La densité sporale du sol rhizosphérique de L. stoechas est d’environ
15 spore/g de sol. Une grande diversité des spores a été observée indiquantla présence
de plusieurs especes de CMA. Ces résultats preuves que I’inoculum primaire est riche
en propagules.

La multiplication des champignons mycorhiziens pour produire un biofertilisant est
considéré comme un processus complexe, elle nécessite de nombreuses tentatives qui
prennent beaucoup de temps, c’est la raison pourquoi il ét¢ impossible d’atteindre le but
de cette étude. Cependant, le projet se poursuivra jusqu’a ce que les résultats souhaités

soient réalisés.

Mot Clés : Biofertilisant, champignons mycorhiziens arbusculaires, mycorhizes,

symbiose mycorhizienne.



Abstract

The objective of this work was to master the multiplication of arbuscular mycorrhizal

fungi (AMF), and the production of a bioferiliser based on these fungi.

The first AMF multiplication trial of two inocula I1 and I2 produced at Blida 1
University as part of the Algerian-Canadian cooperation project, on two species of host
plants had failed. A second attempt, where we tested the effect of three compost
proportions (0.5 and 10%), was launched. The multiplication of 12 CMA has failed
again. For 11, the maximum frequency of mycorrhizations was 85.55% for the substrate
without compost, 72.22% for 5% compost and 46.89% with 10% compost. The
colonization intensity of root system M% was low, 24.52% for the substrate without
compost, 16.06% for 5% compost and 8.05% for 10% compost. Low arbuscular
contents A% were noted, 11.19% for the substrate without compost, 7.57% for 5%
compost and 3.71% for 10% compost. These results show that the use of compost does

not promote the multiplication of AMF.

For the production of a biofertilizer based on AMF, the primary inoculum used
consists of rhizospheric soil and root fragments of Lavandula stoechas harvested in the
forest of Oued Djer El'Affroun. The evaluation of the mycorrhizal state of L. stoechas,
shows that the root system is well mycorrhized (F% = 89%).the intensity of
colonization of the root cortex was significant (M% = 55%) where arbuscules represent
45%. The sporal density of the rhizospheric soil of L. stoechas about 15 spore/g soil. A
wide diversity of spores was observed indicating the presence of several AMF species.

These results show that the primary inoculum is full of propagules.

The multiplication of mycorrhizal fungi to produce a biofertilizer is considered a
complex process, it requires many attempts that take a long time, which is why it was
impossible to achieve the purpose of this study. However, the project will continue until

the desired results are achieved.

Keywords :Biofertiliser, arbuscularmycorrhizal fungi, mycorrhizae,

mycorrhizalsymbiosis.
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Introduction générale

L'agriculture moderne fait face a de nombreux défis. La population mondiale en
constante augmentation force les agriculteurs a rendre leurs terres de plus en plus
productives. A T'heure actuelle, la productivité élevée de I’agriculture intensive est
grandement dépendante des intrants chimiques, en particulier des engrais qui

enrichissent les sols d’éléments nutritifs nécessaires a la croissance des plantes [1].

Les engrais chimiques sont des engrais inorganiques formulés en concentrations
appropriées, fournissent trois éléments nutritifs principaux : 1’azote, le phosphore et le
potassium (N, P et K) pour diverses cultures et conditions de croissance. Cependant,
environ 40 a 70 % de 1’azote, 80 a 90 % du phosphore et 50 a 70 % du potassium des
engrais normaux appliqués sont perdus dans I’environnement et ne peuvent pas étre
absorbés par les plantes, provoquant non seulement des pertes économiques et des

ressources importantes, mais aussi une pollution environnementale trés grave [2 ,3].

La politique agricole doit limiter les engrais de synthése tout en favorisant
l'utilisation des biofertilisants et de l'agriculture biologique. De nombreux pays
proposent divers programmes pour encourager les fabricants de biofertilisants et
prennent plusieurs initiatives pour faire passer les pratiques agricoles conventionnelles
aux pratiques agricoles biologiques. Le marché mondial des biofertilisants devrait

croitre de 12,1 % au cours de la période de prévision (2023-2028) [4].

L’université de Blida a vu la création d’une filiale « mycorhizes » qui a pour objectif
principal d’accroitre la sécurité alimentaire, d’améliorer la productivité par la
conceptualisation de la bio-fertilisation et de réaliser une bio innovation (la
mycorhization) d’étre produite et adoptée a grande échelle. Actuellement, le marché

des biofertilisants a base de mycorhizes est vierge en Algérie.

Ce projet entre dans le cadre de la filiale « mycorhizes » par la maitrise de la
caractérisation et de la multiplication des nouvelles souches des mycorhizes

endémiques.

L'objectif principal de ce travail est la mise au point d’un biofertilisant a base de

champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA) endémiques.

Pour celaun essai de multiplication des CMA qui passe par deux expériences a été

lancé :



Introduction générale

- Pour la premiere expérience nous avons testé deux especes de plantes-hotes.
- Pour la deuxiéme expérience nous avons testé 1’effet des trois proportions de
compost sur 1’établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules
Un autre essai concernait la production d’un inoculum brute a partir d’un inoculum

primaire a été lancé.

Ce mémoire est donc constitué de 3 chapitres. Le premier chapitre est dédié a 1’état
des connaissances en littérature scientifique sur la pollution environnementale causé par
I’utilisation excessive des engrais chimique et leurs impacts, sur le marché des
biofertilisants. Ensuite, sur les champignons mycorhiziens a arbuscules et leur
importance pour les végétaux et I’environnement, sur les impacts de I’agriculture
moderne sur les mycorhizes, et en fin les méthodes de multiplication des CMA. Ce
chapitre fini avec une petite conclusion.

Le second chapitre concerne le matériel et les méthodes afférentes a la réalisation des
essais. Enfin, le troisiéme chapitre concerne les résultats obtenus et leurs discussions. Il
est suivi d’une conclusion générale, des perspectives de recherche future et des

références bibliographiques citées tout au long de ce manuscrit.
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Chapitre 1 Recherche Bibliographique

1. Pollution environnementale causée par les engrais chimiques

L’utilisation aveugle et a long terme d’engrais est devenue une source importante de
pollution des sols et de 1’eau, qui met en danger la santé humaine et les écosystémes

terrestres et aquatiques vierges.

Les formes solubles de ces éléments nutritifs fournis par les engrais se dissolvent
dans I’eau et sont transportées en solution par percolation profonde des eaux d’irrigation
et de pluie vers les eaux souterraines ou elles rendent I’eau potable impropre a la

consommation humaine et animale [5].
1.1.Lessivage et infiltration des nitrates

A P’échelle mondiale, les nitrates sont les polluants chimiques qui présentent la plus

grande distribution dans les eaux souterraines.

L’utilisation des engrais chimique en grande quantité par rapport aux besoins des
plantes conduit au lessivage et a l'infiltration des engrais excédentaires dans les nappes

phréatiques, ce qui augmente le pourcentage de nitrates dans de nombreux aquiferes.

Les plantes utilisent 50% d’engrais azotés appliqués au sol, 2 a 20% perdus par
évaporation, 15 a 25% de composés organiques réagissent dans le sol argileux et les 2 a

10% restants interférent avec les eaux de surface et souterraines [6].

Dans le sol, I’azote est converti en ammoniac [7], qui a son tour est converti en
nitrite (NO2) et en nitrate (NO3), qui est trés soluble et mobile et qui est vaguement 1ié
aux particules du sol. De plus, I’oxydation du NO2 en NOs3 par 1’oxygeéne dissous dans

I’eau entraine une diminution des niveaux d’oxygéne dans I’eau [8].

En conséquence, La consommation d’eau contaminée par le NO3 cause la
méthémoglobinémie ou le syndrome du bébé bleu chez les nourrissons ou 1’apparition

d’un cancer gastrique chez les adultes [9].
1.2. Métaux lourds

Les engrais disponibles dans le commerce sont mélangés avec une gamme

d’¢léments traces métalliques (ETM) [10].
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L'utilisation excessive de ce dernier pendant une longue période entrainant une
accumulation de métaux lourds (ML) dans les sols agricoles, réduit la fertilité¢ du sol et

par conséquent, diminue la croissance et la productivité des plantes [11].

I1 est extrémement difficile de récupérer la nature du sol aprés qu’il soit contaminé
par les métaux lourds. Le Cu, le Zn et le Cd présentent un potentiel d’accumulation le

plus élevé [12].

L’accumulation de métaux lourds dans les tissus humains internes peut affecter le
systéme nerveux central et agir comme un pseudo-Co-facteur ou promoteur de certains
problémes de santé, tels que les crises épileptiques, les maux de téte et le coma. La
contamination par les métaux lourds est considérée comme une menace pour la santé

des adultes et des enfants [13].
1.3. Phosphore

Le phosphore contenu dans les engrais chimiques provient de I'exploitation de
ressources non renouvelables. 1l est considéré comme tres immobile et se lie étroitement

aux particules du sol ayant le moins de lessivage.

Le phosphore n’est pas facilement disponible et les plantes l’'utilisent de fagon
inefficace, ne prenant que 5 a 10 % du phosphore appliqué [14]. En termes de budget
global. L’accumulation de P dans les sols du monde est supérieure a son élimination
dans les cultures, ce qui entraine un déséquilibre entre I’apport et la production de ce

dernier.

De plus, I’application répétée d’engrais entraine une accumulation excessive dans le
sol ; par conséquent, une grande partie du phosphore non utilis¢ est laissé¢ dans le sol

qui, sous l'effet de la pluie, a tendance a étre entrainé vers les cours d'eau [15].

Cet apport important de phosphore dans les milieux aquatiques a pour effet
d'enclencher 1'eutrophisation. Ce processus, commencant par une croissance anarchique
des algues, des cyanobactéries et des plantes aquatiques, entraine une réduction de

I'oxygene dissous dans I'eau et engendre un déséquilibre des systémes aquatiques.
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L'eutrophisation se traduit par une baisse de la biodiversité et une prolifération
d’especes plus tolérantes au stress comme les bactéries, reconnues pour leur potentiel de

toxicité [16].
2. Biofertilisants

Un biofertilisant est un produit contenant des micro-organismes vivants qui contribue
a améliorer la croissance des plantes. Il optimise les fonctions du sol et sa fertilité grace

a I’action des micro-organismes qu’il contient [17].

Le biofertilisant a ¢ét¢ reconnu comme un substitut aux engrais inorganiques
commerciaux afin de stimuler le rendement des cultures en augmentant la fertilité des
sols dans une agriculture durable. Ces engrais biologiques potentiels sont écologiques,
car ils protégent I’environnement et agissent également comme intrants agricoles
rentables [18]. Récemment, des efforts ont ét¢ faits pour mettre au point des engrais
biologiques riches en nutriments de haute qualité, afin de certifier la sécurité

alimentaire.
2.1. Croissance du marché des biofertilisants

En raison de 1'émergence de la pandémie de COVID-19, il y a eu une perturbation de
la chaine d'approvisionnement a cause de laquelle le secteur agricole a di faire face a
des problémes tels que I'indisponibilité¢ de la main-d'ceuvre, les barrieres de transport, la
restriction de 1'acceés au marché et le manque de stocks dans certaines régions qui ont

légerement affecte la croissance du marché des biofertilisants [4].

2.2. Marché des biofertilisants a base des mycorhizes

Les mycorhizes contribuent de manicre significative a la nutrition des plantes, en
particulier a l'absorption du phosphore. Ils contribuent a l'absorption sélective des
¢léments immobiles (P, Zn et Cu) et mobiles (S, Ca, K, Fe, Mn, CI, Br et N) des plantes

et a l'absorption d'eau.

Le marché des biofertilisants & base de mycorhizes est segmenté géographiquement
en Amérique du Nord, en Europe, en Asie-Pacifique, en Amérique du Sud, au Moyen-

Orient et en Afrique et, en outre, chaque région est sous-segmentée en différents pays.
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Le marché des mycorhizes devrait enregistrer un TCAC de 14,8 % au cours de la
période de prévision 2022-2027 [19].

La crise mondiale causée par la pandémie de COVID-19 a exercé un impact
significatif sur la plupart des industries, cependant, 1'industrie des engrais, y compris le
marché des Biofertilisants a base de mycorhizes, a montré une certaine résilience dans
la chaine d'approvisionnement pendant la crise. Les fabricants d'engrais ont développé
une immunité globale en travaillant pendant longtemps dans un environnement trés

turbulent.

Les gouvernements de différents pays proposent divers programmes pour encourager
les fabricants de biofertilisants, et ils prennent plusieurs initiatives pour faire passer les
pratiques agricoles conventionnelles aux pratiques agricoles biologiques. Ceux-ci

stimulent l'utilisation des biofertilisants mycorhiziens.

En outre, l'augmentation de la demande alimentaire et la nécessité d'un
développement agricole durable, une efficacité impressionnante sur la croissance de
cultures importantes et I'épuisement des niveaux de phosphore dans les sols sont les
facteurs qui animent le marché. Cela a a son tour conduit les fabricants de mycorhizes a
combler 1'écart entre la demande et 1'offre de ces biofertilisants, car il y a une tendance

croissante vers les produits biologiques [19].

2.3. Principales tendances du marché

2.3.1. Appauvrissement des niveaux de phosphore dans le sol

Le phosphore est un macronutriment qui joue de nombreux roles cruciaux dans les
plantes. C'est un composant vital des acides nucléiques, jouant ainsi un réle vital dans la
reproduction des plantes. La concentration de phosphate soluble dans la plupart des

solutions de sol est tres faible et le phosphore est relativement immobile dans le sol.

En plus de cela, la surexploitation des terres agricoles par des cultures continues et
des conditions de sécheresse fréquentes ont entrainé un épuisement supplémentaire des

niveaux de phosphore dans de nombreuses régions du monde.
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Compte tenu de la demande mondiale croissante de nourriture et du taux actuel
d'extraction du phosphore résultant de 1'augmentation de I'utilisation et de la diminution

de l'offre mondiale, il existe un besoin urgent d'une alternative durable.

Les microorganismes, tels que les champignons mycorhiziens qui peuvent
grandement améliorer 1'absorption du phosphore pourraient donc étre une approche tres
efficace pour surmonter la crise du phosphate. Par exemple, en Inde, un grand pays
agricole, la carence en phosphore est répandue dans tous les principaux €cosystémes

rizicoles.

L'utilisation a grande échelle de biofertilisants a base de mycorhizes pour la
production de riz a entrainé des augmentations de rendement d'environ 10 % ainsi
qu'une réduction significative de [l'utilisation d'engrais chimiques. Ainsi, les
biofertilisants mycorhiziens peuvent enrichir efficacement le sol avec une carence en

phosphore [19].

42.9 40.6

2018 2019 2020

Figure I.1 : Marché des biofertilisants a base des mycorhizes : utilisation agricole des
fertilisant a base de Phosphore, en millions de tonnes métriques, Globale,

2018-2020 [19].

2.3.2 Asie-Pacifique

L'Asie-Pacifique est le plus grand marché pour les biofertilisants a base de
mycorhizes. En 2018, le ministére chinois de I'Agriculture a publié¢ un plan pilote de
remplacement des engrais dans environ 100 districts de Chine, qui visait a réduire

l'utilisation d'engrais chimiques d'au moins 20 %. Ainsi, a son tour, encourageant
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l'utilisation de biofertilisants a base de mycorhizes dans le pays. Etant donné que les

niveaux de phosphate extraits dans les sols chinois ont été épuisés,

Les engrais a base de mycorhizes peuvent constituer d'excellentes alternatives aux
homologues chimiques pour raviver naturellement les niveaux de phosphate dans les

sols.
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Figure 1.2 :Marché des biofertilisants a base des mycorhizes : taille du marché par

région en 2021 [19].

2.4. Paysage concurrentiel

Le marché des biofertilisants a base de mycorhizes est un marché fragmenté
avec de nombreux acteurs régionaux occupant des parts pour €tre compétitifs sur le
marché. Agrilife, Agrinos, Symborg, Sustane Natural Fertilizers Inc et Valent
Biosciences LLC sont quelques-uns des principaux acteurs du marché. Ces acteurs
adoptent diverses stratégies, telles que des lancements de produits, des partenariats et

des acquisitions, pour gagner une plus grande part de marché.

L'investissement en la recherche, le développement et l'introduction de
nouveaux produits est une stratégie principale adoptée par toutes les grandes entreprises
impliquées dans le marché étudié. Outre les lancements de produits, les entreprises
concluent des partenariats et des accords, afin d'augmenter leur clientéle et de

développer leurs capacités de recherche et de développement.
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3. Mycorhizes

3.1. Définition et concept

Les mycorhizes sont des « unions durables » résultant de 1’association entre les
racines des végétaux et certains champignons du sol. Chaque union est basée sur des
échanges réciproques, Ils établissent des relations intimes et stables qualifiées de
symbiose mutualiste connue sous le nom de mycorhizes. Cette association est la plus
importante dans les différents écosysteémes de notre planéte en termes d’individus

concernés et en termes d’impact sur les écosystémes [20].

Le champignon profite des ressources carbonées synthétisées par la plante via la
photosynthése et qui sont indispensables a son métabolisme, a son cycle de
développement et a sa fructification. En retour, les hyphes fongiques améliorent la
nutrition hydrique et minérale de la plante hote grace a 1’augmentation du volume de sol
prospecté et a la production de divers enzymes extracellulaires (phosphatase, phytase)

susceptibles de mobiliser du phosphore a partir de composés complexes du sol [21].

Les mycorhizes sont distribuées dans tous les climats et les écosystemes,
indépendamment du type de sol [22], de la végétation et des conditions
environnementales, elles jouent un réle actif dans l'amélioration de la diversité et la
productivité des plantes, dans la diversité de la microflore, de la microfaune et de la

qualité du sol [23].

Quelques familles de plantes vasculaires sont qualifiées de non mycotrophes, elles
n'établissent pas de symbiose mycorhizienne, il s'agit des Cruciferes, des
Chénopodiacées, des Amaranthacées des Cypéracées, des Urticacées, des Juncacées et

quelques espéces de Caryophyllacées [24].

3.2. Types des mycorhizes

On distingue trois groupes principaux d’associations mycorhiziennes [25]; Les

ectomycorhizeset les endomycorhizes (fig. 1.3).
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Figure 1.3 : Schéma montrant les différences entre les ecto- et les endomycorhizes [26].

3.2.1. Ectomycorhizes

(Du grec ektos : a I’extérieur) ou les champignons se développent essentiellement
autour de la racine, en formant un manchon mycélien (le manteau) a partir duquel se
développent des hyphes qui s’insérent entre les cellules corticales de la racine (réseau de
Hartig).Vers 1’extérieur, des hyphes proliférent a partir du manteau fongique et

colonisent le milieu environnant en formant le « réseau extra-matriciel ».

La symbiose ectomycorhizienne concerne 3 a 5 % des plantes vasculaires et se

rencontre principalement chez les dicotylédones [27].
3.2.2. Ecto-endomycorhize

Les ectendomycorhizes sont des formes intermédiaires qui possedent a la fois les
caractéristiques des ectomycorhizes, c’est-a-dire, un réseau de Hartig bien développé et
un manteau fongique plus ou moins épais, ou absent dans quelques cas, et les
caractéristiques des endomycorhizes soit, la pénétration a D’intérieur des cellules

corticales par les hyphes [30].

10
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3.2.3. Endomycorhizes

A Tinverse des ectomycorhizes, les hyphes des endomycorhizes pénétrent a
I’intérieur des cellules ou leur prolifération conduit a la formation d’arbuscules ou de
pelotons.

Ainsi, il existe plusieurs types d’endomycorhizes dont les plus connus sont les
mycorhizes arbusculaires (MA) [28].La caractéristique de ce type de mycorhizes est le
développement d’hyphes intercellulaires et d’arbuscules dans les cellules corticales
profondes. Certaines espéces développent également les vésicules a l'intérieur et entre

les cellules de la racine [29].

4. Mycorhizes arbusculaires (MA)

4.1. Généralités

Les mycorhizes arbusculaires sont des associations symbiotiques mutualistes entre
les racines de la plupart des plantes vasculaires (90%), et un petit groupe de
champignons de la nouvelle classe des Gloméromycotaappelé champignons
mycorhiziens arbusculaires (CMA) [31]. IIs sont de loin les plus répandues a la surface
du globe ou Ils se sont adaptés a de nombreux écosystémes naturels de plusieurs plantes

hotes.

La colonisation racinaire par les CMA ne produit pas de modifications
morphologiques de la racine appréciables a I’ceil nu. Le champignon colonise seulement
'épiderme et le parenchyme cortical des racines, sans pour autant atteindre le cylindre

central ni les zones méristématiques [32].

4.2. Champignons mycorhiziens arbusculaires (CMA)

Les CMA sont des biotrophes obligatoires : un partenaire végétal est nécessaire pour
leur nutrition et pour accomplir leur cycle de développement. Le mycélium pénétre dans
les cellules corticales de la racine de 1’hote et forme des arbuscules, des vésicules et des
pelotons dans la cellule végétale. Les échanges nutritifs entre les deux partenaires, sont

réalisés au niveau des arbuscules.

11
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Le champignon prospecte le sol via son mycélium et capture des éléments minéraux
nécessaires a la plante ; en échange de ces ¢léments minéraux transmis a laplante, la
plante va transmettre du sucre au champignon et des lipides pour qu’il puisse se
développer et accomplir son cycle de vie (symbiose obligatoire) [33]. Le champignon
sporule dans le sol ou dans les racines et confére a la plante une résistance aux stress

biotiques et abiotiques [34].

Les CMA, longtemps considérés comme des Zygomycetes, sont aujourd’hui
regroupés dans une classe a part, les Gloméromycetes composée de quatre ordres : les
Glomeérales, les Paraglomérales, les Archéosporales et les Diversisporales [31]. On
observe parmi les Gloméromyceétes une grande diversité morphologique, notamment au
niveau des spores qui sont de taille, couleur et forme trés variables selon les espéces

[35].

Gerdemann et Trappe ont pu résumer la diversit¢ des champignons
endomycorhiziens en évoquant une premiere classification basée essentiellement sur la
similarit¢ des phénotypes de leurs spores. Cinq genres ont été définis : Endogone,

Glomus, Sclerosystis, Acaulospora et Gigaspora [36] .

Ensuite, les mémes auteurs ont révis¢ la famille des Endogonacées, et 44
especes au sein de 7 genres ont été caractérisées. Parmi elles, beaucoup de taxons ont
été redéfinis, 2 genres (Acaulospora et Gigaspora) et 12 nouvelles especes ont été
décrits. Un grand nombre d’especes (80%) de plantes terrestres sont capables d’interagir
avec les champignons MA (les Bryophytes, les Lycopodes, les Monilophytes, les

Gymnospermes et les Angiospermes) [37].

12
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Chapitre 1
GLOMEROMYCOTA
Glomeromycetes
Archaeosporales Diversisporales Glomerales Paraglomerales
Ambisporaceae " Acaulosporaceae Glomeraceae  Paraglomaceae
Ambispora Acaulospora Glomus Paraglomus
Archaeosporaceae Kuklospora
Archaeospora Acaulospora
Intraspora — Diversisporaceae
Geosiphonaceae Diversispora
Geosiphon Ofospora
— Entrophosporaceae
Entrophospora
—— Gigasporaceae
Gigaspora
Scutellospora
- Pacisporaceae
Pacispora.

Figure 1.4 : Classification des CMA|[38].

4.3. Structures des mycorhizes arbusculaires MA

Les CMA sont formés d’hyphes coenocytiques qui ne possédent pas de septa. Ils

développent des structures extra-racinaires et des structures intra-racinaires. Les
principales structures des MA sont : les hyphes, les appressoria, les arbuscules, les

vésicules et les spores (fig. 1.3).

© 77 A Mycélium externe dans le sol
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B. Structure des mycorhizes dans les racines
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Figure L.5 : Composition de I’association mycorhizienne arbusulaire [39].
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4.3.1. Structures extra-racinaires

4 types de structures extra-racinaires sont formées par les CMA :

e Les hyphes fins ramifiées absorbantes (Branched absorbing structure)

Considérés comme des sites majeurs de l'absorption de nutriments issus du sol [40].

e Les hyphes de prospection (runner hyphae)
Se propagent dans le sol peuvent atteindre des dizaines de métres de langueurs

par gramme de sol [41].

L’exploration du sol par ce réseau mycélien permet au champignon d’entrer en
contact avec d’autres plantes hotes et de garantir sa survie. Ce réseau mycélien permet
I’absorption des éléments nutritifs du sol nécessaire a la plante et au champignon, il peut

étre défini comme une extension du systéme racinaire [42].

e Les spores

Elles sont produites dans les hyphes extra-racinaires des CMA par reproduction
asexuée, seul le genre Rhizophagus forme des spores a I’intérieure des racines.
Ce sont des organes qui servent a identifier morphologiquement les especes de
CMA et permettent leurs disséminations dans 1’environnement [43]. Elles sont
de forme sphérique ou ovale, leur taille peut varier de quelques dizaines a
plusieurs centaines de micromeétres en fonction des espéces. Elles peuvent rester
en dormance durant de longues périodes et leur viabilité¢ varie en fonction des
conditions de I’environnement.

o L’appressorium

Une structure renflée formé par le CMA au contact de I’épiderme et qui lui

permet de pénétrer dans le cortex racinaire par pression mécanique.

4.3.2. Structures intra-racinaires

Les CMA développent 3 types de structures intra-racinaires différentes :

14
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e Le mycélium intra-racinaire

Il permet la colonisation de la racine par le champignon et la formation de

différentes structures a ’intérieur des cellules corticales.

e L’arbuscule

L’hyphe intra-racinaire va se ramifier a plusieurs reprises dans la cellule du
cortex racinaire interne pour former l’arbuscule, site d’échange nutritif entre la
plante et le CMA [44]. Le temps de vie d’un arbuscule est estimé de 4 a 10 jours

[45].

e Les pelotons

L’hyphe intra-racinaire s’enroule sur elle-méme dans les cellules corticales
périphériques pour former les pelotons [46]. Ces structures semblent étre différenciées

dans les cellules dégénérescentes et ne sont probablement pas fonctionnelles.

o Les vésicules

Certains hyphes perforent la paroi cellulaire et pénétrent a I’intérieure de la cellule,
se dilatent a leur extrémité pour former d’énormes ampoules inter ou intracellulaires
appelées vésicules. Ce sont des structures de réserves, elles possédent une paroi épaisse

et contiennent principalement des lipides [47].

4.4. Cycle de développement des CMA

L’établissement de la symbiose mycorhizienne a arbuscules peut étre initiée par le
contact entre une racine compatible avec plusieurs propagules germinatives (spores,
fragments racinaires mycorhizés, hyphes présents dans le sol ou méme des vésicules

isolées) [48].

15
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Figure 1.6 : Cycle de développement des champignons MA [49].

Une spore de champignon germe, le mycélium croit en direction de la racine, et
lorsque le champignon percoit la présence d’une plante hoéte, il change de
morphologie par une ramification prononcée, stimulée par des exsudats
racinaires tels que les strigolactones. En réponse a cette stimulation par la plante,
les CMA vont également relacher des facteurs « Myc » dans le sol qui vont
entrainer I’activation de la voie de signalisation de la symbiose chez la plante
[50] et provoquer une augmentation de la formation de racines latérales de la

plante [51].

Les hyphes issues des spores germées arrivent a proximité d'une racine et Au
contact de I’hyphe avec la racine de la plante hote, le champignon différencie un
appressorium la formation de cet organe est considérée comme 1’événement le

plus décisif dans la reconnaissance et la colonisation de la plante-hote [52].

L’appressorium différencie une hyphe d’infection qui s’insinue entre les cellules
épidermiques et corticales de la racine par pression mécanique sans toutefois
pénétrer la membrane plasmique et forme différentes structures tel que les
pelotons et 'organe d'échange (nutritif) 1'arbuscule. Certains CMA forment aussi

des structures de réserves intra-racinaires, les vésicules.
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e Apres différentiation des structures intra-racinaires, le champignon produit des
spores a partir de son mycélium extra-racinaire [49].Le cycle de vie dure en

général entre 4 et 8 mois [53].

e Apres leur maturation, ces spores seront a 1I’origine du mycélium de départ.

4.5. Roles des CMA

Les effets bénéfiques des CMA contribuent a de nombreux services écosystémiques
cruciaux pour la durabilité des agroécosystemes. Pour ces raisons, les CMA sont des
acteurs de choix dans la formulation de biofertilisants pour le développement d’une

agriculture durable.

4.5.1. Role écosystémique et écologique

Les hyphes des CMA contribuent a la structure du sol. En effet, Les champignons
mycorhiziens sont une composante majeure de matiére organique du sol et ferait un
grand apport pour le stockage du carbone dans le sol. Ces hyphes représentent aussi des
canalisations pouvant transporter le carbone a partir des racines de plantes a d'autres
organismes du sol impliquées dans les processus du cycle des éléments nutritifs et
peuvent parfois €tre nécessaires pour remettre en état les habitats ou la conservation des

espéces rares [S4]et méme jouer le role de bioindicateurs [55].
4.5.2. Role nutritionnel

Le role majeur des CMA est I'amélioration des nutritions hydrique et minérale de la
plante grace a des transferts de l'eau et des éléments minéraux, en particulier le
phosphore et 1'azote, du CMA vers la plante hote. Il en résulte une amélioration de la

croissance des plantes mycorhizes.

En effet, 1’élongation des hyphes extra-racinaires augmente la surface de contact
entre les minéraux du sol et la racine. De plus, ils peuvent explorer des zones non
accessibles pour les plantes non mycorhizées pour y prélever 1'eau et les nutriments et

les transférer a la plante hote [56].
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Figure 1.7 :Effets positifs de la colonisation mycorhizienne arbusculaires [S7].

e Transfert du phosphore

La plupart des sols contiennent de grandes quantités de phosphore organique ou
inorganique estimées entre 200 et 3000 mg/kg de sol [S57]. En effet, selon le pH du sol,
cet élément se retrouve en grande partie associé¢ au fer, a ’aluminium ou au calcium
sous des formes de phosphates difficilement disponibles pour les plantes [S8].

Dans des sols de pH neutre, les champignons mycorhiziens peuvent acidifier le
sol grace aux acides organiques, favorisant ainsi la solubilisation du phosphore. Dans un
sol acide, les champignons mycorhiziens peuvent excréter des agents chélateurs qui
libérent le phosphore des molécules de fer et d'aluminium du sol.

Aussi, certaines ¢études affirment que les champignons mycorhiziens peuvent
produire des phosphatases, des enzymes permettant de mobiliser le nutriment a partir de

sources biologiques [59].

e Transfert de l'azote

Le mycélium du CMA est capable de prélever 1'azote sous forme d'ions ammonium
(NH,"), sous forme de nitrates (NO3") et sous forme d'acides aminés [60,61]. Il peut
aussi accélérer la dégradation de la matiére organique pour accroitre la biodisponibilité

des végétaux.
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4.5.3. Biostabilisation du sol

Une nette amélioration de la structure du sol a souvent ét€¢ notée en présence des
mycorhizes. Le vaste réseau d’hyphes extra-matriciels et la libération dans le sol par les
hyphes mycorhiziens d’une glycoprotéine, la glomaline, entraineraient une meilleure

stabilisation du sol par la formation d’agrégats beaucoup plus stables [62].

4.5.4. Bioremédiation

Les associations de plantes avec des CMA sont proposées comme une solution
biologique potentielle pour améliorer la résistance des plantes a la toxicité des métaux et
restaurer la fertilit¢ des sols pollués par les métaux lourds [63]. Les CMA limitent
l'entrée des métaux lourds dans les racines en les complexant dans le sol grace
notamment a une protéine spécifique, la glomaline [64].

Beaucoup d'études ont montré que la glomaline, produite par les CMA dans le sol, a
la capacité de capturer la plupart des métaux lourds (Cu, Cd, Fe, Pb, Zn, et C et de
réduire leur biodisponibilité [65]. Les parois du mycélium et des spores ont également

une importance dans la rétention des métaux lourds présents dans le sol [66].
4.5.5. Protection contre les agents pathogénes

Les CMA sont une composante majeure de la rhizosphére des plantes et peuvent
influer sur l'incidence et la gravit¢ des maladies des racines [67]. Ils influencent la
qualité et 1'abondance de la microflore au voisinage des racines et modifient l'activité
microbienne de la rhizosphére globale. Ils provoquent des changements dans la
structure de I'exsudation racinaire de I'hote suite a la colonisation de I'hote qui modifie
I'équilibre microbien dans la rhizosphére. La colonisation par les CMA induit une

résistance ou une tolérance des plantes face a divers agents pathogeénes [68].
4.5.6. Résistance aux stress environnementaux

Les CMA ont une grande importance dans la résistance des plants contre les
différents stress biotiques et abiotiques. Sous le stress de la sécheresse, les CMA
stimulent la croissance des plantes et augmentent leur survie [69]. Ils améliorent leur
croissance et leur rendement sous stress salin et semblent leur apporter nombreux
avantages lorsqu’elles sont soumises au stress osmotique. Ainsi ils peuvent aider les

plantes a survivre dans les sols affectés par les précipitations acides [70].
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5. Impact de ’agriculture moderne sur les mycorhizes :
5.1. La fertilisation

Pour augmenter la croissance et le rendement des cultures, les agriculteurs pratiquant
une agriculture conventionnelle ont souvent recours aux engrais minéraux phosphatés.
Lorsque la concentration de phosphore biodisponible est supérieure au besoin de la
plante, la dépendance de celles-ci aux mycorhizes sur le plan nutritionnel est

considérablement réduite.

Ainsi, dans les sols fortement concentrés en phosphore, il est montré que la
colonisation des racines des plantes est réduite, voire inhibée [71]. Les engrais de ferme
comme le fumier et le compost qui libérent plus lentement les éléments nutritifs ne

semblent pas avoir les mémes impacts négatifs sur les mycorhizes.

Au contraire, lorsque ces engrais ne sont pas sur utilisés, ils permettent de stimuler la

communauté des CMA [72].

Enfin, la dépendance mycorhizienne des plantes et le potentiel mycorhizogéne des
sols sont inversement corrélés avec la concentration de fertilisant minéral appliqué dans

les champs.

5.2. Travail du sol

Le labour affecte toutefois radicalement le potentiel mychorizogéne du sol en
détruisant le réseau mycélien des champignons et en enfouissant en profondeur les
propagules. Ces perturbations physiques réduisent 1'abondance des CMA de la couche

supérieure du sol, 1a ou se trouvent majoritairement les racines des plantes hotes [73].

Les labours ont aussi pour effet de changer la communauté de CMA présente dans
les zones perturbées en sélectionnant les especes qui développent treés rapidement leur

réseau mycélien ou qui sporulent rapidement.
5.3. Pesticides

L'intensification de l'agriculture s'est accompagnée de lusage de nombreux
pesticides. L'impact de ces produits sur les mycorhizes est souvent complexe et difficile
a mesurer [74]. Leurs effets dépendent du type de produit, de la dose et de leur temps

d'action.
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Plusieurs pesticides, en particulier les fongicides, peuvent avoir un impact direct sur la
colonisation et la sporulation des CMA et méme aboutir a leur disparition. Les
fongicides servants a enrober les semences sont probablement les plus dommageables

pour les mycorhizes [75].
6. Méthodes de multiplication de I’inoculum

Les champignons mycorhiziens arbusculaires sont des symbiotes obligatoires
strictes. Sans l'utilisation de plantes hotes il serait impossible de mener a terme le cycle

de vie du mycorhize jusqu'a la production de nouvelles propagules / spores [76].

A ce jour, les deux technologies de production les plus utilisées sont : la méthode

conventionnelle et la méthode in vitro.
6.1. Méthode conventionnelle

Elle consiste a multiplier les champignons mycorhiziens sur les racines d'une plante-
hote entiére, cultivée dans des containers en conditions contrdlées, en serre ou en
chambre de culture [77].La production d'inocula doit se faire sur des supports vivants, et

non inertes [78].

6.1.1. Sélection de la plante hote

Il est trés important de choisir une plante mycorhizotrophe qui supporte la croissance
des MA, appartenant a des familles des Graminées, Alliacées et Légumineuses.
Les plantes qui présentent un systéme racinaire extensif sont des trés bons hotes pour la
propagation des CMA. La sélection des especes est en fonction de la disponibilité des

semences et de leur adaptabilité aux conditions pédoclimatiques locales.

6.1.2. Prélevement de I’inoculum initial

Le prélevement de I’inoculum initial peut étre effectué dans des zones non cultivés
ou les plantes locales sont saines (arbustes, l[égumineuses, graminées...). Le sol sera
prélevé a 10-25 cm de profondeur, il contiendra des racines fines. Une autre option
consiste a prélever des racines de plants sains directement sur la parcelle enfin de

culture sous réserve d’avoir vérifié la présence des structures mycorhiziennes.
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6.2. Méthode de culture in vitro et mode d’emploi

Cette méthode consiste a multiplier le champignon mycorhizien sur des racines
cultivées sur milieu synthétique en conditions stériles. La multiplication in vitro est
souvent a moindre cofit, et nécessite des systeémes plus réduits, ainsi que des milieux de
culture artificiels pour des temps de production plus courts.
D'autres modes d'inoculation peuvent étre pratiqués, comme le pralinage des racines et
I'injection au pied des arbres [77]. De nouvelles technologies sont aussi en
développement, comme l'enrobage de graines avec des spores de champignons MA, ou
leur distribution via les circuits d'arrosage. Leur réussite devrait fortement favoriser

l'essor de l'utilisation des champignons MA en production végétal [77].

Cette technique présente également plusieurs inconvénients. En effet seulement 18
especes ont pu étre cultivées en culture in vitro depuis 40 ans. Les especes adaptées a ce
type de culture sont principalement des especes du genre Rhizophagus. Certaines
espeéces sporulent peu ou pas et perdent leurs caractéristiques physiologiques apres
plusieurs repiquages. Cette technique demande beaucoup de qualification et de

précaution pour éviter les contaminations.

7. Conclusion

En conclusion, L'interaction complexe entre les plantes et les mycorhizes
arbusculaires va au-dela de la simple acquisition de nutriments, elle influence également
la santé des sols, la biodiversité microbienne, et a des implications pour la séquestration
du carbone.

Comprendre ces relations symbiotiques offre des perspectives intéressantes pour le
développement de pratiques agricoles durables, réduisant ainsi la dépendance aux
engrais chimiques et favorisant la résilience des cultures. Cependant, il reste des défis a
surmonter, notamment en ce qui concerne la manipulation et l'optimisation de ces
associations pour des bénéfices agronomiques. La recherche continue dans ce domaine
est cruciale pour maximiser les avantages des mycorhizes arbusculaires dans le contexte
de la sécurité¢ alimentaire mondiale et de la durabilité environnementale. En fin de
compte, 1'étude approfondie de cette symbiose complexe ouvre la voie a des pratiques

agricoles plus équilibrées, respectueuses de l'environnement et résilientes.
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1. Essais de multiplication des CMA

1.1. Premier essai

Etant donné que les CMA sont des biotrophes obligatoires, leur association avec une
plante mycorhizotrophe est nécessaire pour leur nutrition et pour accomplir leur cycle
de développement. Pour sélectionner le meilleur partenaire végétal, une expérimentation

de plusieurs especes de plantes-hdtes est fondamentale.

Dans cette méme optique, deux especes de plantes-hotes, le sorgho (Sorghum sp.)
appartenant a la famille des Poacées et le persil (Petroselinum crispum)a la famille des
Apiécées sont testées pour multiplier les CMA contenus dans deux biofertilisantsa base

de CMA que nous avons nommés inoculum 1(I;) et inoculum 2 (I,) :

e L’inoculum 1 correspond a un biofertilisant a base de plusieurs especes de
CMA (inoculum brute) isolées a partir de sol rhizosphérique de plantes prélevées
au parc nationale de Chréa. Le produit contient des propagules d’especes
endémiques de champignons mycorhiziennes a arbuscules (CMA), bénéfique a
la croissance et a la santé des plantes, dans un mélange de substrat (sable et

compost).

e LD’Inoculum 2 correspond au biofertilisant a base de trois especes de
CMA(Glomus sp., Gigaspora sp., Acaulospora) produit a 1’Université¢ Blida
Idans le cadre du projet de coopération Algéro-Canadienne numéro 108945«
Contribution a la sécurit¢ alimentaire par le développement d’agents
mycorhiziens endémiques en Algérie » (fig. II.1). Le produit contient des
propagules d’especes endémiques de (CMA)dans un mélange de substrat inertes
(organique et minérale) et de bio-additifs favorisant le développement de la

symbiose entre la plante et les CMA.
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Figure II.1 : a) inoculum 1, b) inoculum 2.

1.1.1. Préparation du substrat de culture et inoculation

Le substrat de culture utilisé est un mélange de perlite, de tourbe et de compost de
commerce désinfecté¢ a la vapeur et dont les caractéristiques sont mentionnées dans le
tableau II.1 Le mélange perlite-tourbe-compost, réalis¢ dans les proportions 4 :4 :2

(v/v/v),est distribué dans des sacs en plastique de 15 cm de diamétre.

Tableau II.1 :Caractéristiques du compost (TADFI Champost).

Propriétés physiques Eléments fertilisants
de la matiére brute (%)

MO : 36% N:1
MS : 45% P,0s5: 1
pH:7.5et8 K,05:1.15
Densité : 0.43 C/N: 18

Les deux inocula sont distribués dans les sacs de culture contenant le substrat a
raison de 100g par sac. Cinq répétitions (cinq sacs) par espece et par type d’inoculum
ont été considérées. Afin de vérifier si les conditions de culture sont exemptes de
contaminants mycorhiziens, un témoin sans inoculum (avec seulement du substrat) est
réalisé dans les mémes conditions pour chaque espece. Au total, 22 sacs sont considérés

(20 sacs inoculés et 2sacs témoins).
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Les graines de sorgho et de persil sont désinfectées superficiellement a I’hypochlorite
de sodium et semées en surface entre deux fines couches de substrat. Les sacs ont été
couvert par du film alimentaire, ce dernier permet d’avoir un effet de serre afin de
favoriser la germination. Les sacs inoculés sont gardés en culture sous serre chauffée et

arrosés selon le besoin (fig. 11.2).

Figure I1.2 : Distribution du substrat dans les sacs de culture (a) et inoculation (b).
1.1.2. Prélévements

Deux prélevements de plantules de persil et de sorgho ont été effectués a 4 et 8
semaines. Le prélévement consiste a récupérer une plantule de chaque sac de culture
avec son systéme racinaire le plus complet possible. Apres élimination de la partie
aérienne, les racines sont soigneusement lavées a I’eau de robinet pour éliminer les

particules du sol et colorées selon la technique de Phillips et Hayman [79].

1.2. Deuxiéme essai

La deuxieme expérience a été lancée le 17.04.2023pour tester 1’effet de trois
proportions de compost (0,5 et 10%) sur 1’établissement de la symbiose mycorhizienne
a arbuscules entre le sorgho (Sorghum sp.) utilis¢é comme plante hote et les CMA des

deux inocula (I; et I;) de la premiére expérience.
1.2.1. Préparation du substrat de culture et inoculation

Le substrat est constitué d’un mélange de perlite et de tourbe (méme
volume)auquel sont ajoutés les différentes proportions de compost. Le mélange ainsi
réaliser est distribué dans des sacs en plastique. Trois répétitions par proportion de

compost et par inoculum ont été considérés (fig.11.3).
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Les deux inocula sont distribués dans les sacs de culture contenant le substrat a
raison d’environ 250g par sac. Les graines de sorgho sont ensuite semées entre deux
couches du méme substrat. Un témoin (sans inoculum) a été réalis¢é pour chaque

proportion de compost, soit au total 21 sacs, 18 sacs inoculés et 3 sacs témoins.

Figure I1.3 : Schéma de la mise en place des cultures.

1.2.1. Prélévements

Quatre préleévements de plantules de sorgho ont été effectués a 3, 4, 6 et 8
semaines de culture. Pour chaque sac de culture, une plantule est prélevée, son systeme
racinaire est récupéré en entier et soigneusement laver a 1’eau de robinet. Ainsi, les

racines sont prétes pour subir le protocole de coloration de Phillips et Hayman [79].

Pour chaque prélévement et pour chaque proportion de compost, une estimation du
taux de colonisation mycorhizienne arbusculaire a été réalisée en adaptant la méthode

de Trouvelot et al [80].

2. Essai de production d’un inoculum brute
La technique de "piégeage" est utilisée pour produire un inoculum brut, elleconsiste a

multiplier les CMA d’un inoculum primaire par une plante-hote (Sorghum sp.).

2.1. Prélévement de I’inoculum primaire
Le sol rhizosphérique et les racines d’une plante considérée comme tres
mycotrophique, la lavande (Lavandula stoechas L), ont été prélevés dans la forét de

Oued Djer (El' Affroun) (fig. 111.4).
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Figure 11.4 : Photographie de I’espece lavandula stoechas.

Trois individus de Lavandula stoechas ont été choisis au hasard. Apres avoir
débarrassé la couche de litiére, le sol rhizosphérique et les racine de chaque individu ont

été prélevés entre 0 et 30 cm de profondeur et stockés séparément dans des sachets.

En retour au laboratoire, pour chaque échantillon les racines fines (radicelles) ont
¢été bien lavées a 1’eau de robinet pour les débarrasser des particules de sol, découpées

en fragment de 1 & 2cm de longueur et conservées sé¢parément dans 1’alcool 70°.

Les sols rhizosphériques des trois individus sont mélangés. Aprés séchage a
température ambiante, le sol ainsi constitu¢ est tamisé (2 mm). Une partie environ
(600g) est conservée pour ’extraction des spores. Les racines retenues par le tamis sont
découpées et mélangé avec le reste du sol pour constituer I’inoculum primaire a partir
duquel une culture picge des CMA a ¢été réalisée. Le sorgho (Sorghum sp.) est utilisé

comme plante piege.

2.2, Mise en place de la culture piége

L’inoculum primaire (le sol) a ét¢ mélangé avec de la perlite désinfectée a la vapeur
(120°C pendent 30min) et du compost « Champost »dans les proportions 4 :4 :1 (v/v/v).
Un bac en plastique est garni de ce mélange pour la mise en place de la culture picge

(fig.I1.4).

Apres désinfection superficielle a ’hypochlorite de sodium, Les graines de sorgho
sont semées a la surface du substrat de culture et couverte d’une fine couche de méme
substrat et arroser avec de 1’eau distillée. Un film plastique est utilisé pour protéger

contre le desséchement.
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Le bac est gardé en culture sous serre et arros¢ selon le besoin et une fois par mois

par une solution nutritive (annex2).

Graines de sorgho

.. Sol-perlite-compost

Figure IL.5 : Mise en place de la culture picge.

3. Mise en évidence et estimation du taux de mycorhization
3.1. Mise en évidence

La colonisation des racines par des CMA est mise en évidence par I’adoption de la
méthode de Philips et Hayman [79]. La technique consiste a éclaircir les racines, les

colorer et les observer au microscope photonique.

3.1.1. Eclaircissement et coloration

L’éclaircissement des racines se fait dans des tubes a essai, il consiste a les blanchir
dans une solution de potasse (KOH) a 10% a 90°C. la durée de cette étape est variable
selon la structure des racines en effet, les racines fines a structures primaire prennent
moins de temps que les racines épaisses et fibreuses. Dans notre cas 20 min était
suffisante pour vider le contenu des cellules végétales des racines de persil et de sorgho
lors du premier prélévement.

Les fragments racinaires éclaircis sont lavés sous un jet d’eau de robinet pour les
débarrasser du KOH. Ils sont ensuite trompés dans de 1’acide lactique a 10% pendant
quelques minutes afin de blanchir et de débarrasser le KOH résiduel.

Enfin, les racines sont colorées dans une solution de bleu de Trypan a 0.05%
(Annexe2) au bain marie a 90°C pendant 15min. Elles sont ensuite bien rincées avec de
I’eau et conservées dans un mélange de glycérol d’eau et d’acide lactique 10% (dans le

méme volume) qui permet aussi de diluer le colorant non fixé.
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Figure 11.6 :1a méthode de la coloration des racines.

a : Eclaircissement des racines avec du KOH, b : Blanchissement des racines avec de
I’acide lactique, ¢ : Coloration des racines par la solution de bleu de trypan, d :

Conservation des racines dans une solution de lactoglycérol.

3.1.2. Montage et observation

Pour chaque échantillon, 30 fragments racinaires d’une longueur d’environ 1 a
2cm sont montés entre lames et lamelles dans du glycérol pur a raison de 10 fragments
par lame (fig. I1.6). Apres un léger écrasement des fragments avec la pomme de la main,
les lames sont observées sur un microscope photonique a grossissement x10 et x40. Une
coloration bleu foncé des structures fongiques dans les racines est observée dans le cas

d’une colonisation par les CMA.

Figure I1.7 : Montage des fragments racinaires entre lame et lamelle.
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3.2. Estimation

L’estimation de la colonisation mycorhizienne arbusculaire été effectuée par
I’adoption de la méthode de Trouvelot et al [80]. Cette méthode consiste a observer et
noter selon un baréme la colonisation de chaque fragment racinaire. Cette colonisation
est attribuée au moyen de six classes comprises entre 0 et 5 et la richesse en arbuscules

par quatre sous classes notées de A} a Aj.

Echelle d’évaluation de la colonisation endomycorhizienne

NSRS

R 5
0% <l% <10% <50% >50% >20%
Absence Moins de Moins de Entre Entre Plus de
de 10 10% 1%et0% 5% et90% 90%
colonisation  delasurface  dela surface de la surface de la surface & hsickice
estcolonisée  ggq colonisée estcolonisée est colonisée

est colonisée

Notation de la richesse en arbuscules (classes de Al a A3)

A,: Peu d'arbuscules
! N
A,: Richesse moyennes en arbuscules
Ag: Grande richesse en arbuscules '
¥
A A; As

Figure I1.8 : Notation du degré de mycorhization des fragments racinaires.

L’échelle s’étend de 0 (pas de mycorhization) jusqu’a 5 (au moins 90% du

fragment est mycorhiz¢) et la notion de la richesse en arbuscules (classe de
A; a Ajz) [80].

Avec cette méthode, trois parametres de la colonisation mycorhizienne a arbuscules sont
calculés : La fréquence de mycorhization (F%) ;L’intensité de mycorhization (M%) et la

teneur en arbuscules (A%).

e F% :La fréquence de la colonisation mycorhizienne (% du nombre de fragments
racinaires mycorhizés).Elle refléte I'importance des points de pénétration de la
colonisation du systéme racinaire.Selon I’équation (1) suivante :

F (%) =100 (N-ng) /N 1)
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Ou:

N représente le nombre de fragments observés,(ng)représente le nombre des fragments

non mycorhizés.

e M% :L’intensité de la colonisation du cortex racinaire (proportion du cortex

colonisé estimée par rapport au systeme radiculaire entier et exprimée en %).

Elle reflete I’importance de la colonisation du systéme racinaire. Selon

I’équation (2) suivante :
M (%) = (95ns + 70n4+ 30n3 + 5ny) / N 2)

(ns)représente le nombre de fragments notés 5,(ns) représente le nombre de fragments
notés 4, (n3) représente nombre de fragments notés 3, (n;) représente le nombre de

fragments notés 2.

e A% : La teneur en arbuscules de la colonisation ramené au systéme radiculaire
entier (proportion du systéme racinaire renfermant des arbuscules, exprimée en

%). Selon 1’équation (3) suivante :
A% =a*(M/100) 3)

(a) représente le nombre d'arbuscules dans les parties mycorhizées des fragments de

racines.

Les parametres de mycorhization ont été calculés grace a un programme sur internet

appelée MYCOCALC.

4. Analyse statistique

Pour la deuxiéme expérience, les données des trois parametres de la colonisation
mycorhizienne F%, M% et A% sont exprimés sous forme de moyenne de 3 répétitions.
Ces pourcentages moyens sont soumis a une analyse de variance (ANOVA) a deux
facteurs (proportion de compost et période de prélevement) suivie du test de
comparaisons multiples de Tukey. La signification est considérée au seuil de 5 %.

L’analyse statistique des données a été réalisée avec le logiciel XLSTAT 2022.
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5. Extraction des spores de CMA
Les spores ont été extraites selon la méthode de tamisage humide décrite par

Gerdemann et Nicolson [81].

5.1. Tamisage du sol

Dans un bécher de 1 L, 10 g de sol ont été immergés dans 0.5 L d'eau courante et
agités pendant 1 min avec une spatule. Apres décantation, le surnageant a été passé a
travers quatre tamis superposés a mailles décroissantes (240 um,100 pm, 63 pm, et 45
um). Le contenu retenu par les tamis de 100 pm, 63 pum et 45 pm a été récupérée

(annexe 5).

5.2. Centrifugation

Le contenu récupéré des tamis a été réparti dans trois tubes et centrifugé pendant 5
min a 2000tr/min. Le surnageant a été jeté et un gradient de viscosité a ainsi été créé en
ajoutant 20 ml d'une solution de saccharose a 50% dans chaque tube de centrifugation.
Le mélange a ¢été rapidement agité¢ et le tube a été renvoyé a nouveau dans la
centrifugeuse pendant 1 min a 2000 tr / min. le surnageant a été versé sur le tamis avec
une maille de 45 pum, aprés un bon ringage a l'eau de robinet pour ¢€liminer le

saccharose, les spores sont récupérées dans une boite pétrie.

La récolte des spores est faite sous loupe binoculaire a a I’aide d’une pince fine

(fig.IL.9).
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|
240pm [— A Ajouter sohition de saccharose
(particules 5% et centrifuger pendent
dusol) - Tmin on 20040 tomin
100pm T V Fn —
A i g
-
63pm 5
®) : culot
Laver par un
45pm — tamis 45 pm
©) Verser les spores
dans des boiles
pétries
A\ 4 A.100um f T j

Eau limpide

B.100-63pm |

C.63-45um |o

Figure I1.9 : extraction des spores des CMA a partir d’un sol rhizosphérique par le

tamisage humide [82].

=
récupérer

Loupe
binoculaire

Figure I1.10 :Séparation des spores des CMA extraites [82].
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Chapitre 111 Résultats et Discussion

1. Essais de multiplication des CMA
1.1. Premier essai
Dans cette expérience, le sorgho (Sorghum sp.) et le persil (Petroselinum crispum)

sont testées pour multiplier les CMA contenus dans deux biofertilisants a base de CMA

nommés inoculum 1(I;) et inoculum 2 (1) (fig. I11.1).

Figure I11.1 : Développement des plantules de sorgho (Sorghum sp.) et de persil
(Petroselinum crispum) inoculées par les CMA.

(a : 2 semaines de culture, b et ¢ : 8 semaines de culture).

Les plantes de sorgho et de persil non inoculées ont été utilisées pour s’assurer que
les conditions de culture étaient exemptes de contaminants mycorhiziens. Pour cela,
deux prélévements périodiques ont été¢ effectués a 4 et 6 semaines de culture.
L’observation des racines colorées a révélé 1’absence totale de colonisation

mycorhizienne.
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Concernant les plantes inoculées, les prélévements ont été effectués a 4, 6 et 8

semaines de culture.

A la quatriéme semaine apres inoculation, quel que soit I’inoculum et quel que soit la
plante-hote, les résultats montrent 1’absence totale des structures des CMA dans les
racines. Deux semaines apres, (soit 6 semaines de culture), les racines des plantes
inoculées par I, sont toujours indemnes de tout infection par les CMA. Par contre, celles
inoculées par I; présentaient quelques points d’entrées des CMA avec formation de

quelques arbuscules.

Au dernier prélévement (8 semaines aprés inoculation), les CMA de I’inoculum 1,
méme s’ils ont développé quelques points d’entrées, I’intensité de colonisation du

cortex est restée tres faible.

Les chances de développement de mycorhizes 8 semaines aprés inoculation sont
minimes, voire impossibles, raison pour laquelle nous avons décidé d’arrété

I’expérience.

Plusieurs facteurs peuvent étre a 1’origine de 1’échec de la multiplication des CMA

des deux inocula comme :

e La quantité d’inoculum utilisé (100 g) qui pourrait étre insuffisante.

e Utilisation de 20% de compost dans le substrat pourrait étre non favorable a
I’établissions de la symbiose mycorhizienne (surtout la richesse en
Phosphore).

e En fin, les propagules des CMA de I’inoculum 1 et surtout celle de
I’inoculum 2 pourraient étre non viables, donc incapable de générer des

mycorhizes.
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1.2. Deuxiéme essai

Aprées 1’échec de la premicre tentative de multiplication des CMA sur deux espéces
de plantes-hotes. Une deuxiéme tentative a été lancée en testant, cette fois ci, I’effet de

trois proportions de compost sur I’établissement de la symbiose mycorhizienne a
arbuscules. L’inoculation a été faite par les deux inocula (I; et Ip) utilisés dans la

premicre expérience.

L’observation des racines de sorgho inoculé par I; a révélé la présence de structure

caractéristique des CMA a partir de la troisieme semaine apres inoculation (fig. II1.2 b).

Par contre, quel que soit la période de prélevement, aucune trace des CMA n’a été

observée dans les racines des plantes inoculées par I (fig. I11.2 a).

pc

;68 i

Figure. II1.2 : Racine non mycorhize¢ (a) et racine mycorhizée (b).
(cc : Cylindre central, pe : Parenchyme cortical).
Ces résultats ajoutés au résultat de I’expérience 1 ont confirmés que les propagules
des CMA de I’inoculum I, ne sont pas viables. Pour cette raison, nous avons décidé
d’arréter la culture des plantes inoculé par I, & 6 semaines, et de continuer 1’évaluation

de la mycorhization des plantes inoculées par ;.

1.2.1. Structures formées par les CMA de I’inoculum 1

L’observation microscopique des racines des plantes inoculées par I} montre, d’une
maniere générale, que méme quand I’infection par les CMA existe, le développement de
la symbiose mycorhizienne était localisé surtout autour des points d’entrée (fig. I111.3 a
et ¢). Cette faible colonisation du cortex racinaire était plus accentuée pour les substrats

avec 5 et 10% de compost.

L’apparition des différentes structures caractéristiques des CMA en particulier, les

arbuscules, les vésicules et les spores est fonction de la période de prélévement.
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e Arbuscules

Ces structures ont été observées a partir de la quatriéme semaine aprés inoculation
quel que soit la proportion de compost. Leur densité, méme s’elle a augmentée au cours
des différents prélévements, reste tres faible (ils sont éparpillés) surtout pour le substrat

de 10 % de compost comparé a substrat sans compost (fig. I11.3 a, b et c).

Au dernier prélévement, la formation des arbuscules a été notée uniquement avec le
substrat sans compost. Ce résultat indique que la symbiose mycorhizienne est restée

active méme apres 8 semaines de culture (fig. I11.3 d).
e Vésicules

A partir du troisiéme prélévement, les arbuscules avaient commencé a se collapser et
disparaitre pour les proportions de 5 et 10 % (fig. IIL.3 f), ils étaient remplacés
progressivement par les vésicules. L’apparition de ces derniéres est un signe de

sénescence de la symbiose mycorhizienne.
e Spores

Les spores, organes de reproduction et de dissémination des CMA, ont été observées
uniquement pour les proportions de 5 et surtout 10% a partir de la sixieme semaine
apres inoculation. Indiquent la fin d’établissement de la symbiose MA, qui représente la

fin de cycle de développement des CMA (fig. I11.3 g).
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Figure I11.3 : Différentes structures des CMA formées dans les racines de
sorgho au cours des différents prélévements.
a, b, ¢ : Fragments racinaires montrant une faible colonisation

d : colonisation de type arbusculaire, e, f, g : Formation des vésicules et spores

(a : Arbuscule, v : Vésicules, s : Spore)
1.2.2. Estimation des parametres de la colonisation mycorhizienne

Trois paramétres de la colonisation mycorhiziennes ont été estimé a sa voire, la
fréquence de la mycorhization F%, Dl’intensit¢ de mycorhization M% et la teneur
arbusculaire A%. Les résultats sont appuyés par une analyse de la variance (ANOVA) a

deux facteurs, suivie du test de comparaisons multiples de Tukey.
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1.2.2.1. Fréquence de la mycorhization F%

Ce paramétre représente le pourcentage du nombre de fragments racinaires
mycorhizés, il refléte 1’importance des points de pénétration de la colonisation du
systeme racinaire. Les résultats du calcul de ce parametre sont représentés dans la

Figure I11.4.

F% M 3 semaines
90 T

80 T

¥ 4 semaines
M 6 semaines

8 semaines

~50
J

e

~40

30 T

20

10

Fréquence de la mycorhization
7

0% 5% 10%
Proportions de compost
Figure II1.4 : Histogramme montrant la variation de la fréquence de mycorhization

(F%) en fonction la période de prélévement et les proportions de compost

dans le substrat (0, 5 et 10 %).

Les colonisations par les CMA ont été observées a 3 semaines apres inoculation

: 1A 0 ) ’
(premier prélévement) avec le substrat sans compost (0 %), par contre ce n’est qu’au
deuxiéme prélévement, soit une semaine apres, que la mycorhization a débuté dans les

deux substrat enrichis.

Au deuxiéme prélevement, F % a augmenté de maniere spectaculaire pour atteindre
66 % pour le substrat sans compost, 52.22 % pour 5 % de compost et 46.89 % pour 10
% de compost. En effet, pour chaque proportion de compost, les différences observées
entre les fréquences du premier prélévement et celles du deuxieme prélévement sont

trés hautement significatives (p < 0,0001).
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A la sixieme semaine apres inoculation (troisieme prélévement), F% a atteint des
valeurs maximales statistiquement comparables (p > 0.05) qui étaient de 85.55 % pour
le substrat sans compost et 72.22 % pour 5 % de compost. Par contre, avec 10 % de
compost, la fréquence de mycorhization avait déja atteint son maximum (46.89 %) au

deuxiéme préleévement.

Au dernier prélévement, F% a diminuée pour les trois proportions de compost, cette

diminution est statistiquement non significative (p > 0.05).
1.2.2.2. Intensité de mycorhization (M%)

Ce parameétre représente la proportion du cortex colonisé estimée par rapport au
systeme radiculaire entier (en %), il reflete I’'importance de la colonisation du systéme

racinaire. Les résultats relatifs au calcul de M % sont représentés dans la Figure IIL.5.

M%

920 T H 3 semaines
:\; 80 T+ H 4 semaines
: 6 semaines
=) 70 T
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=
s 50 T
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£ 40 T
< 24,52
g —— 7
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£ 11 8,20 71 8,05
g 1 5,05 i 88
. A il =

o -

0% 5% 10%

Proportions de compost
Figure I1IL5 : Histogramme montrant la variation de ’intensité de mycorhization (M
%) en fonction la période de prélévement et les proportions de compost

dans le substrat (0, 5 et 10 %).

L’analyse des résultats (fig. II1.5) montre, qu’au cours des différents prélévements,
M % a augmenté€ pour atteindre de 24.52 % pour le substrat sans compost, 16.06 % pour
5 % de compost et 8.05 % pour 10 % de compost. Ces valeurs de M% méme
maximales, restent trés faible. Néanmoins, les différences observées entre le substrat

sans compost et le substrat avec 10% de compost sont statistiquement significatives (p =
0.002).
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1.2.2.3. Teneur arbusculaire (A%)

Ce parameétre représente 1’abondance en arbuscules dans le systéme racinaire. Les

résultats du calcul de A% sont représentés dans la figure II1.6.
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Figure I1I1.6 : Histogramme montrant la variation de la teneur arbusculaire (A%) en
fonction de la période de prélévement et les proportions de compost

dans le substrat (0, 5 et 10 %).

En générale, les résultats montrent de faibles teneurs arbusculaires quel que soit la
proportion de compost. A% a augmenté au cours des différents prélevements pour
atteindre des valeurs de 11.19 % pour le substrat sans compost, 7.57 % pour 5 % de
compost et 3.71 % pour 10 % de compost. Ces valeurs de A%, méme si elles sont

maximales, reste tres faibles.

Des différences statistiquement significatives (p = 0.002) sont observées entre les
trois proportions de compost. Le substrat sans compost s’est révélé le plus favorable a la
formation des arbuscules suivi par le substrat de 5 % alors que c’est le substrat de 10 %

le moins favorable.
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1.3. Discussion

Dans le deuxiéme essai nous avons testé 1’effet de trois proportions de compost sur la

multiplication des CMA.

Les résultats obtenus montrent que méme si nous avons observé de faibles intensités
de colonisation mycorhizienne (M%) et de faibles teneurs arbusculaires (A%) avec et
sans compost, I'utilisation de 5 % de compost et surtout de 10 % avaient réduit encore

plus ces deux parametres.

Avec le substrat sans compost, la symbiose mycorhizienne est restée active méme
aprés 8 semaines de culture. Par contre, I'utilisation du compost (5 et surtout 10 %)

avait réduit cette activité a 6 semaines.

2. Essai de production d’un inoculum brute

Une culture piege des CMA d’un inoculum primaire a été établie en utilisant le
sorgho (Sorghum sp.) comme plante hote. L'inoculum primaire est constitué de sol

rhizosphérique et de racines de L. stoechas mycorhizée naturellement.

2.1. Evaluation de I’état de mycorhization de L. stoechas
2.1.1. Mise en évidence de la mycorhization

L’observation microscopique des fragments racinaires de L. stoechas révelent que
I’espece est naturellement mycorhizée. Toutes les structures caractéristiques des CMA
(des hyphes ceenocytiques, des arbuscules, des vésicules et des spores) ont été mis en

évidence.

e Hyphes cenocytiques
Elles se forment a I’extérieure et a l'intérieure des racines. Les hyphes extra-
racinaires sont épaisses et fortement colorées au bleu Trypan. Par contre, les hyphes
intra-racinaires présentent un diametre moins important, elles peuvent E&tre

intercellulaires ou intracellulaires (fig. I11.7).
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e Appressorium

Au niveau des points d’entrées des CMA, I’hyphe de pénétration se renfle au contact
avec les cellules épidermiques pour former une structure d’adhésion et de pénétration
appelée appressorium. La formation de cette structure est un signe de reconnaissance entre

le champignon et les racines d’une plante.

e Pelotons

Apres pénétration, les hyphes progressent dans le cortex racinaire puis s’enroulent en

pelotons mycéliens a I’intérieur des cellules du parenchyme cortical externe (fig. I11.7 a).

Figure IIL.7 : Les Points d’entrées des champignons mycorhiziens arbusculaires.

he : Hyphe extra-radiculaire, , ap : Appressorium, hi : Hyphe intra-radiculaire, ap : Peloton d'hyphe,
yp p :App yp Y yp
pce : Parenchyme cortical externe, pei : Parenchyme cortical interne).

e Arbuscules
Les hyphes intercellulaires pénétrent les cellules du parenchyme cortical interne et
se ramifient pour former des structures rappelant de petits arbres, les arbuscules (fig.
I11.8). Ces structures étaient trés abondantes dans la plupart des fragments racinaires

observés. Cette abondance des arbuscules est un signe d’une colonisation en phase

active.
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Figure I11.8 : Les arbuscules.
(hi : Hyphes inter-cellulaire, v : Vésicules, a : Arbuscules)

e Vésicules

Sur certains fragments racinaires, d’énormes ampoules, formées par des dilatations
des extrémités de certains hyphes intra-racinaires, ont été observées, ce sont les
vésicules (fig. 111.9). Elles sont surtout intercellulaires, mais peuvent aussi se former a
I’intérieur des cellules. La forme et la taille de ces structures est variable. Leur présence

est un signe d’une colonisation ancienne (sénescente).

Figure II1.9 : Les vésicules.

(hi : Hyphe inter-cellulaire, v : Vésicule, a : Arbuscules)
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e Spores
Des structures de forme globulaire ou sphérique ont été observées sur quelques
fragments racinaires, ce sont les spores qui constituent 1’organe de reproduction et de

dissémination des CMA.

Elles sont produites a I’extérieur a l'extrémité d'une hyphe appelée hyphe sporogéne
chez toutes les espeéces des CMA. Cependant, seul le genre Rhizophagus produit les

spores a I’intérieure des racines (fig. I11.10).

Figure II1.10 : Les spores.
(hi : Hyphe inter-cellulaire, v : Vésicule, s : Spore, hs : Hyphe sporogeéne)

2.1.2. Estimation des paramétres de la colonisation mycorhizienne

¢ Fréquence de la mycorhization F%
89 % des fragments racinaires de L. stoechas observés étaient mycorhizés. Cette

importante fréquence de mycorhization indique que le nombre des points de

pénétration des CMA est important.

¢ Intensité de mycorhization (M%)
L’intensité de la colonisation du cortex racinaire (estimée par rapport au systéme

racinaire entier) était de 55 %, indiquant que le systéme racinaire est bien
colonisé.

e Teneur arbusculaire (A %)
Les arbuscules représentent 45% de la colonisation, cette abondance est un signe

d’une colonisation en phase active.
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2.2, Culture piege

La technique de “’piégeage” est utilisée pour produire un inoculum brut a partir d’un
inoculum primaire constitué¢ de sol rhizosphérique, et de morceaux de racines de L.

stoechas (fig. I11.11).

Un seul préléevement a été effectu¢ deux semaines apres inoculation, des points
d’entrée des CMA et la formation de quelques arbuscules ont été observées sur les
racines de la plante piége. Mais aucune évaluation des paramétres de la colonisation

mycorhizienne n’a été effectuée.

Figure I11.11 : Bac de production de I’inoculum brute
(6 semaines des cultures)

2.3. Extraction des spores

Les spores sont extraites du sol rhizosphérique de Lavandula steochas par la
méthode de tamisage humide. Le mélange de spores obtenue aprés extraction est

observé et tri¢ manuellement sous la loupe binoculaire.

Une grande diversité des spores a été observée. Les spores différent entre elles par

leur taille, leur couleur et leur aspect (fig. 111.12).
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La densité sporale du sol rhizosphérique de L. steocha est de 14.467spore/g de sol.
Cette densité est obtenue dans une période ou la colonisation mycorhizienne est en
phase active caractérisée par [’abondance des arbuscules. En fin de cycle de

développement des CMA, cette densité sporale va certainement augmentée.

Figure II1.12 : Diversité des spores isolées a partir du sol rhizosphérique de L. steocha

(a : Mélange de spores et de débris avant séparation, b : Mélange des spores apres
séparation, ¢,d,e,f : Détails de quelque morphotypes de spores).

Quelques spores sont montées entre lame et lamelle dans du glycérol et observées au

microscope, 1’éclatement des spores permet la rupture des membranes internes des

spores qui émergent facilitant ainsi 1’identification des espéces (fig. I111.13).
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Figure II1.13 : Structures morphologiques de quelques spores isolées du sol
rhizosphérique de L. steochas observées au microscope.

2.4. Discussion

Dans cet essai, un inoculum primaire constitué¢ de sol rhizosphérique, et de morceaux

de racines de L. stoechas est utilisé¢ pour produire un inoculum brut.

Une évaluation de 1’état de mycorhization de L. stoechas, ainsi qu’une évaluation de la
densité et de la diversité sporale de sol rhizosphérique étaient nécessaires pour les

utiliser comme inoculum primaire.

Apres évaluation, les résultats montrent que le systéme racinaire est bien mycorhizé
(F% = 89 %), ’intensité de la colonisation du cortex racinaire est importante (M% = 55

%) ou les arbuscules représentent 45 %.

La densité sporale du sol rhizosphérique de L. stoechas est d’environ 15 spore/g de
sol malgré que la symbiose mycorhizienne est en phase active (teneur arbusculaire
¢levée). De plus, une grande diversité des spores a été observée. Ces dernieres différent
entre elles par leur taille, leur couleur et leur aspect. Cette diversité indique la présence

de plusieurs espéces de CMA.

Ces résultats justifiés 1’utilisation du sol rhizosphérique et des racines de cette espece

comme un inoculum primaire.
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Conclusion

Notre étude a porté sur la production d’un inoculum a base de CMA pour des essais a
grande échelle au niveau de la filiale. Nous avons effectué un essai de multiplication des
CMA présents dans deux inocula (I; et I;), qui n’a donné aucun résultat. Par la suite,
nous avons testé I’effet de trois proportions de compost sur la multiplication de ces deux

inocula. Seul I’inoculum I;a pu étre multiplié.

Méme si nous avons réussi a multiplier les CMA de I’inoculum I;, La colonisation du
systéme racinaire et la teneur arbusculaire étaient faible. Néanmoins, ’utilisation du
compost (surtout 10%) avait réduit encore plus cette colonisation. Ces résultats ne

permettent pas ’utilisation de cet inoculum comme biofertilisant.

Les valeurs importantes des calculs des parameétres de la fréquence de mycorhization,
I’intensité de la colonisation du cortex racinaire, la teneur arbusculaires de L.stoechas.
Ainsi, La valeur appréciable de la densité sporale du sol rhizosphérique de cette

derniére. Montrent que ce sol peut servir comme un inoculum primaire.

Afin de compléter et de poursuivre le travail de produire un inoculum brut, des
perspectives peuvent &tre envisagées pour la cautérisation de la diversit¢é des CMA

présent dans le sol rhizosphérique de L. stoechas :
- Apres environ 3 mois de culture, notre inoculum brut sera prét.

Cet inoculum brut pourrait aussi servir pour développer un inoculum personnalisé
compos¢ de mélanges d’especes de CMA bien définies. L’obtention de ces especes

nécessite le passage par deux étapes :

- Larécolte des spores saines et abondantes des différentes especes de CMA piégé
(a partie de I’inoculum brute).

- Etablissement des cultures monospécifiques (chaque espéce seule).

Notre projet de Filiale est a ces débuts et notre role est la production d’un inoculum a
base de CMA afin d’accroitre la sécurité alimentaire, d’améliorer la productivité par la
conceptualisation de la bio-fertilisation, de réaliser une bio innovation (la

mycorhization) d’étre produite et adoptée a grande échelle en Algérie.
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Annexes



Annex 1 : Compositions des colorants et réactifs utilisées
1. Préparation de 1000ml de solution colorante de Bleu trypan au lacto-glycérole
Colorant bleu 100 mL.
Acide lactique 288 mL.
Glycérol 288 mL.
L'eau distillé 288 mL.

Agitation magnétique environ 30 min.

2. Acide lactique a 10%
Acide lactique 100 mL.

Eau distillé 1000 mL.

3. Potasse (KOH) a 10 %
KOH 100 g.

Eau distillé¢ 1000 mL .

4. Saccarose 50%
Saccarose 50g.

Eau distillé100g.

5. Lactoglycérol
Eau distillée 200g.
Acide lactique 200g.

Glycérol 200g.



Annex 2 : Solution nutritive Il modifiée de Hoagland

1. Solution meére et solution de travail

Solution mere (1 mol) Solution de travail Quantité (g)
(mL/L)
NH4NO; 1 80.04
KNO; 6 101
Ca(NOs), 4 236.15
MgSO4 2 246.48

2. Solution de microéléments

Dissoudreles quantités indiquées dans un litre d’eau distillée ; 1 mL de cette

solution est ajouté a chaque litre de solution final.

Elément Transporteur Quantité (G)
B H;BO; 2.86
Mn MnCl2 4H20 1.81
Zn ZnSO4 0.22
Cu CuSO4 7H20 0.08
Mo H2MoO4 H20 0.02

3. Solution de fer séparée

Préparez une solution de tartrate de fer a 5 % et ajoutez-la a raison de 1 mL /L

de solution finale juste avant que la solution ne soit ajoutée a la plante.




Annex 3 : Grill de baram
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Annex 4 : Analyse de la variance ANOVA

Prlv / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle

de confiance a 95% (F%) :

Contraste Différence Différence Valeur Pr > Diff Significatif
standardisée critique

p3 vs P1 0,624 16,908 2,759 <0,0001 Oui

p3 vs p2 0,125 3,386 2,759 0,012 Oui

p3 vs p4 0,090 2,439 2,759 0,096 Non

p4 vs P1 0,534 14,469 2,759 <0,0001 Oui

p4 vs p2 0,035 0,947 2,759 0,780 Non

p2 vs P1 0,499 13,523 2,759 <0,0001 Oui
Statistique q d'écart sudétisé : 3,901

Différence significative minimale : 0,102

comp / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a 95% (F%) :

Contraste Différence leferen.cg V?I_eur Pr > Diff Significatif
standardisée critique

Ovs0,1 0,300 9,397 2,497 <0,0001 Oui
0vs 0,05 0,154 4,832 2,497 0,000 Oui
0,05vs 0,1 0,146 4,565 2,497 0,000 Oui
Statistique q d'écart studentisé : 3,532
Différence significative minimale :

0,08

Prlv / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a

95% (M%) :
Contraste Différence D|fferen'c<? V?!eur Pr > Diff Significatif
standardisée critique

p3vsP1 0,144 7,456 2,759 <0,0001 Oui

p3 vs p2 0,065 3,346 2,759 0,013 Oui

p3 vs p4 0,021 1,107 2,759 0,689 Non

p4 vs P1 0,123 6,349 2,759 <0,0001 Oui

p4 vs p2 0,043 2,239 2,759 0,141 Non

p2 vs P1 0,080 4,110 2,759 0,002 Oui
Statistique q d'écart studentisé : 3,901

Différence significative minimale :

0,053



comp / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a
95% (M%) :

Contraste Différence D|fferen'c<? V.al.eur Pr > Diff Significatif
standardisée critique
OvsO0,1 0,098 5,820 2,497 <0,0001 Oui
0vs 0,05 0,053 3,138 2,497 0,012 Oui
0,05vs 0,1 0,045 2,682 2,497 0,034 Oui
Statistique q d'écart studentisé : 3,532
Différence significative minimale : 0,042

Prlv / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance
a95% (A%) :

Contraste Différence D|fferen.c? V?I_eur Pr > Diff Significatif
standardisée critique

p3vsP1 0,056 4,836 2,759 0,000 Oui
p3 vs p2 0,018 1,574 2,759 0,412 Non
p3 vs p4 0,001 0,116 2,759 0,999 Non
p4 vs P1 0,055 4,720 2,759 0,000 Oui
p4 vs p2 0,017 1,458 2,759 0,477 Non
p2vs P1 0,038 3,262 2,759 0,016 Oui
Statistique q d'écart studentisé : 3,901

Différence significative minimale : 0,032

comp / Tukey (HSD) / Analyse des différences entre les modalités avec un intervalle de confiance a
95% (A%) :

Contraste Différence D|fferen.c? Vg!eur Pr > Diff Significatif
standardisée critique
Ovs0,1 0,039 3,869 2,497 0,002 Oui
0vs 0,05 0,018 1,829 2,497 0,182 Non
0,05vs0,1 0,021 2,041 2,497 0,124 Non
Statistique q d'écart studentisé : 3,532

Différence significative minimale : 0,025



Annexe 5 : tamisage humide
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