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ABSTRACT 

In order to make easier the reestablishment of New-Caledonia endemic species on 

degraded soils by Nickel mining exploitations when topsoil use is impossible, the use of 

mycorrhizal symbiosis seems to be a good opportunity. Indeed, those micro-organisms 

provide plants with the ability to resist to water and metallic stresses. To ensure plants 

mycorhizis from their germination after hydroseeding, so for better performance in 

revegetation, we tested a mycorrhizal seed coating technic which appears to be the best with 

Alginate at 12,5g/L in distilled water which pH is taken to 7,5 containing mycorrhizal fungi 

spores. If this technic leads to the half the AMF spores germination, it permitted 40% of roots 

mycorhization, a rate barely reached by classic inoculation with double quantity of inoculant. 

By the way, this coating can also be stored once dry without mitigating these proprieties. 

 

Key words: seed coating, alginate, mycorrhizae spores, hydroseeding, mine sites 

rehabilitation. 

 

RESUME 

Pour faciliter la réimplantation d’espèces végétales endémiques de la Nouvelle 

Calédonie sur des sols ayant été dégradés par l’exploitation minière lorsque la réutilisation de 

topsoils est impossible, l’utilisation de la symbiose mycorhizienne semble être une technique 

intéressante. En effet, ces micro-organismes confèrent aux plantes une capacité de résistivité 

aux stress hydrique et métallique. De manière à assurer la mycorhization des plants dès leur 

germination après hydroseeding, nous avons mis en place une technique d’enrobage des 

graines d’espèces endémiques à partir d’Alginate, concentré à 12,5g/L, dissout dans de l’eau 

distillée dont le pH a été ajusté à 7,5, contenant les spores de champignon mycorhizien. Si 

cette technique entraîne une diminution de moitié du taux de germination des spores pour un 

même temps de germination, elle permet tout de même un taux de mycorhization racinaire de 

40% pour les plants dont les graines ont été enrobées. Un taux à peine atteint par inoculation 

classique avec un inoculum deux fois plus riche en quantité. Cet enrobage peut, par ailleurs, 

être conservé une fois séché sans perdre ses propriétés. 

 

Mots-clefs : Enrobage, alginate, spores de champignon mycorhizien, hydroseeding, 

revégétalisation de sites miniers  
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Glossaire 

 

AMF  Arbuscular Mycorrhizal Fungus. Forme de mycorhizes archaïque (apparue au 

Dévonien lors de la colonisation des continents par les végétaux) associant un 

champignon de l’embranchement des gloméromycètes avec un végétal 

(L’Huillier et al., 2010). 

 

Arbuscule Structure typique de la symbiose MA qui se développe dans les cellules 

pénétrées par le mycélium du champignon et au niveau de laquelle ont lieu les 

échanges entre la plante et le champignon. Cette structure doit son nom à sa 

forme qui rappelle celle d’un arbuste (L’Huillier et al., 2010). 

 

Autochtone Qualifie ce qui habite en son lieu d’origine, son caractère « local ». 

 

Biodiversité « Variété et variabilité de tous les organismes vivants. Elle inclu la variabilité 

génétique à l’intérieur des espèces et de leurs populations, la variabilité des 

espèces et de leurs formes de vie, la diversité des complexes d’espèces associés 

et de leurs interactions, et celles des processus écologiques des systèmes qu’ils 

influencent ou dont ils sont acteurs » (XVIIIe Assemblée Générale de l’IUCN, 

Costa Ric, 1998) 

 

Biotrophe  Se dit d’un champignon symbiotique obtenant des nutriments des cellules 

vivantes de son partenaire, par opposition au nécrotrophe qui profite de cellules 

mortes. 

 

DSE   Dark Septate Endophyte. Regroupe un ensemble de champignons ascomycètes 

anamorphiques qui colonisent les tissus racinaires inter et intracellulaires. 

 

Ecosystème  Unité écologique fonctionnelle constituée d’un ensemble d’individus vivant 

dans un milieu donné. Cette notion intègre aussi leurs interactions (L’Huillier 

et al., 2010). 

 

Edaphique En écologie, ce qui a trait à un facteur écologique lié au sol (pH, Humidité, 

concentrations, …). En Pédologie, ce terme désigne ce qui se rapporte au sol 

(L’Huillier et al., 2010). 

 

Endémique  Qui est particulier à une localité donnée. Ici, espèce dont l’aire de répartition 

naturelle ne s’étend pas au-delà de la Nouvelle-Calédonie. 

  

Hotspot  Selon la définition d’usage de Norman Myers, un hotspot se définit par un site 

contenant une très grande biodiversité, un fort taux d’endémisme et dont la 

survie de plusieurs espèces est menacée (Spicer, 2009). 

 

Hydroseeding Technique consistant à asperger les sols nus avec une solution contenant des 

résidus végétaux, de l’eau, des engrais, des substances collantes et des graines 

afin de revégétaliser ces sols et limiter les risques d’érosion et de transfert. 
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Hyphe  Filaments cellulaires dont est constitué le mycélium des champignons 

supérieurs.  

 

Inoculum  Substance introduite par inoculation 

 

Latérite  Ensemble des matériaux meubles riches en oxydes, en hydroxydes de fer et en 

aluminium, constituant les sols provenant de l’altération poussée des roches 

sous climat tropical (L’Huillier et al., 2010). 

 

Maquis minier Formation végétale arbustive et herbacée plus ou moins buissonnante, située 

sur substrat ultramafiques (Province Sud, 2008a). 

 

Mycorhize  La mycorhize (du grec «mukês» pour champignon et «rhiza» pour racine) est 

l’association symbiotique d’un champignon avec les racines d’une plante 

(L’Huillier et al., 2010). 

 

Péridotite Roche magmatique regroupant les harzburgites et les dunites. Roche 

fréquemment altérée par serpentinisation. 

 

Restauration Processus qui assiste l’autoréparation d’un écosystème dégradé ou détruit.  

Ecologique 

 

Rhizosphère Zone du sol dans laquelle s’exerce l’influence des racines des plantes, 

notamment sur la microflore par l’intermédiaire de substances chimiques 

sécrétées par les racines. 

 

Roche Ultra- 

Mafique Roche  ignée de couleur foncée, à faible concentration de silicate (moins de 

45%), et à haute teneur en fer et magnésium (Webster’s online dictionary, 

2011). 

 

Saprolyte  Roche ou couche géologique produite par l’altération chimique d’une roche 

mère, due à l’action du climat, sans avoir été transportée. Elle est souvent 

friable et contient un mélange de nouvelles structures et restes de la roche 

mère. Elle peut être enrichie en Ni dans le cas d’une altération de péridotite 

(L’Huillier et al., 2010). 

 

Sol latéritique  Sol rouge vif à rouge brun, très riche en oxyde de fer et en alumine, formé sous 

climat tropical. Pauvre en matière organique, en silice et en éléments nutritifs 

fertilisants (Ca, Mg, K, Na). Il s’agit d’un sol impropre à la culture. 

(LAROUSSE, 2011c). 

 

Symbiose  Relation permanente entre deux organismes d'espèces différentes et qui se 

traduit par des effets bénéfiques aussi bien pour l'un que pour l'autre. 

 

Topsoil Terme anglophone désignant la partie superficielle du sol dans laquelle 

l’activité biologique est plus active, renfermant notamment semences et spores  



Liste des abréviations 

 

°GL Degré Gay-Lussac 

AM  Arbuscular Mycorrhizal 

AMF  Arbuscular Mycorrhizal Fungi 

Ane Alphitonia neocaledonica 

C Concentration 

Cco Costularia comosa 

DES Dark Septate Endophyte 

Dvi Dodonea viscosa 

EDS Eau Distillée Stérile 

EDSA Eau Distillée Stérile utilisée pour la solution d’Alginate 

EDTA Acide Ethylène Diamine Tetra Acétique 

Gde Gymnostoma deplancheanum 

LIVE Laboratoire Insulaire du Vivant et de l’Environnement 

NC  Nouvelle-Calédonie 

P Phosphore 

PGPR Plant Growth Promoting Rhizobacteria 

PGPB Plant Growth Promoting Bacteria 

R(%)  Taux de Recouvrement en pourcentage 

SIRAS Société Internationale de Révégétalisation et Aménagement des Sites  

T° Température en degré Celcius 

TTC Chlorure De Triphényl-2,3,5 Tétrazolium 

UMF Ultramafique 

UNC Université de la Nouvelle-Calédonie 
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AVANT-PROPOS 

 

Ce stage fait partie du programme CNRT-Ecomine sur la « Caractérisation et 

fonctionnement de sols de surface (topsoils), d’espèces végétales et des champignons 

associés, des maquis miniers de Nouvelle-Calédonie. Application à la restauration écologique 

des terrains dégradés ». Placé sous la responsabilité de M. Hamid Amir, directeur du 

Laboratoire Insulaire de Vivant et de l’Environnement (LIVE) de l’Université de Nouvelle-

Calédonie (UNC) et professeur en microbiologie, il réunit de nombreux acteurs de la 

recherche sur la revégétalisation de la Nouvelle-Calédonie, notamment le LIVE, l’Institut 

Agronomique Néo-Calédonien (IAC), l’Institut de la Recherche pour le Développement 

(IRD) , le CIRAD, l’INRA, le CNRS et enfin la SIRAS-Pacifique, Société Internationale de 

Revégétalisation et d’Aménagement des Sites. Il répond aux objectifs de la sous-tâche 3 (sur 

3) de la tâche 2 (sur 3) du volet 2 (sur 4) de ce programme. Cette petite partie, qui a tout de 

même occupé tout mon stage, n’ayant fait intervenir que la SIRAS-Pacifique et le LIVE, j’ai 

choisi de ne mentionner que ceux-là dans le reste de mon rapport pour alléger le texte et plus 

de lisibilité. Les autres partenaires n’en restent pas moins importants pour le projet global. 
 

Les travaux présentés dans ce mémoire sont la suite directe d’un stage réalisé en 2011 

par Christophe Zilliox (AgroParisTech). Son mémoire a donc été la base de mon travail.  



Introduction  

À la fin du XIXe siècle, la Nouvelle-Calédonie était le premier pays producteur 

mondial de Nickel et devint premier producteur de Cobalt au tournant du XXe. Son histoire et 

son économie sont intimement liées à la richesse et la particularité de ses sols. 

Malheureusement les richesses naturelles ne sont pas éternelles et les filons garniéritiques 

dont la teneur en Nickel était de l’ordre de 15% lors des premières exploitations ont disparu 

dès 1920. Pour garder son rang actuel de cinquième producteur mondial de Nickel, les 

industries minières ont dû alors s’attaquer aux roches latéritiques titrant à 1,5 % de Nickel, 

généralisant ainsi les exploitations à ciel ouvert. Cette technique nécessitant le décapage du 

couvert végétal et des horizons supérieurs ainsi que le stockage des stériles miniers sur 

d’importantes surfaces défigure les magnifiques paysages Néo-Calédoniens. Cette 

détérioration n’est cependant que la partie visible de l’Iceberg des dégâts causés par 

l’exploitation minière sur le milieu. En effet, ces sols ultramafiques qui font la richesse de la 

Nouvelle-Calédonie, sont aussi l’origine d’une biodiversité végétale exceptionnelle présentant 

un fort taux d’endémicité. Ainsi, de nombreux programmes de revégétalisation ont vu le jour 

pour tenter de préserver ce patrimoine unique. 

 

C’est dans ce contexte que le programme CNRT « Caractérisation et fonctionnement 

de sols de surface (topsoils), d’espèces végétales et des champignons associés, des maquis 

miniers de Nouvelle-Calédonie. Application à la restauration écologique des terrains 

dégradés » a vu le jour en 2009, sous la responsabilité du Pr. Hamid Amir, directeur du 

Laboratoire Insulaire de Vivant et de l’Environnement (LIVE) de l’Université de Nouvelle-

Calédonie (UNC). Le volet 2 de ce projet sur lequel travail le LIVE et la SIRAS-Pacifique, 

(Société Internationale de Revégétalisation et d’Aménagement des Sites), vise à améliorer les 

connaissances des champignons mycorhiziens et leur utilisation lors des chantiers de 

revégétalisation. Les objectifs fixés sont l’étude de la biodiversité des champignons 

mycorhiziens et leur adaptation au milieu ultramafique, suivi d’expérimentations de 

mycorhization à travers la mise au point d’une technique d’enrobage des graines d’espèces 

endémiques en vue de son utilisation en hydroseeding.  

En effet, certaines plantes particulièrement abondantes sur maquis minier sont 

fréquemment utilisées en revégétalisation, aussi bien en plantation qu’en hydroseeding. Des 

expériences en serre ont démontré que l’apport de champignons mycorhizien à arbuscules 

(AMF) stimule leur croissance et augmente leur tolérance au Nickel (Amir et Lagrange, 

2008). La mycorhization des plantes utilisées en revégétalisation pourrait donc permettre 

d’augmenter le taux de réussite des chantiers de revégétalisation par hydroseeding dont les 

résultats sont plutôt décevants jusqu’à présent. Pour cela, il est nécessaire de mettre en place 

une technique d’enrobage des graines avec spores de champignons mycorhiziens pour 

permettre la mycorhization, dès germination, des graines semées par propulsion hydraulique. 

Pour cela, le LIVE a travaillé sur différents matériaux et mis en place un protocole à base 

d’alginate de sodium qui sera la base de mon travail. Les objectifs de mon stage étaient 

l’amélioration de cette technique prometteuse (Amir et Ducousso, 2010) d’enrobage de 

graines d’espèces endémiques avec des spores de champignons mycorhiziens, mais aussi de 

tester l’efficacité de cette technique en termes de mycorhization en la comparant à la 

technique classique d’inoculation des plantules en pépinière. 
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Dans un premier chapitre dédié à la bibliographie, nous aborderons l’activité minière 

et la revégétalisation en Nouvelle-Calédonie pour centrer ensuite notre attention sur un 

élément essentiel à la revégétalisation : les champignons endomycorhiziens et voir enfin les 

propriétés physico-chimiques de l’alginate qui font de lui le matériau retenu pour la technique 

d’enrobage. Nous présenterons en chapitre deux (Matériel et méthodes), les protocoles 

détaillés mis en place pour répondre aux objectifs fixés précédemment : amélioration de 

protocole d’enrobage et évaluation de son efficacité et de sa fiabilité dans le temps. Les 

résultats de ces expériences seront livrés, analysés et discutés en chapitre trois. 

 

 

 

  



I. ETAT DE L’ART 

I.1. Activité minière et revégétalisation en Nouvelle-Calédonie 

I.1.1.  Activité minière et conséquences environnementales 

Genèse et caractéristiques des sols ultramafiques 

Il y a environ 160 millions d’années, le glissement de la plaque Pacifique a provoqué 

le détachement et l’éloignement de la Nouvelle-Calédonie du continent australien. Entraînée 

par un phénomène d’obduction, une partie du socle continental calédonien a été recouverte 

par une nappe de roches éruptives, essentiellement des péridotites. Ces roches, dites 

ultramafiques et dont l’altération produit le minerai de nickel, s’étendent sur un tiers de la 

superficie de la Grande Terre (Sarrailh, 2002) et principalement dans le Grand Sud (Annexe I).  

Elles sont caractérisées par une 

faible teneur en aluminium, potassium, 

phosphore et calcium et de fortes 

concentrations en fer, magnésium et 

certains autres métaux tels que nickel, 

cobalt et chrome, très prisés par l’industrie 

minière. Au niveau de l’horizon à latérites 

rouges, la teneur en fer et chrome est très 

élevée et tend à diminuer graduellement en 

se dirigeant vers les horizons inférieurs. À 

l’inverse, la concentration en magnésium, 

silice, cobalt, manganèse et nickel tend à 

augmenter en se rapprochant de la roche 

mère. Le pH est relativement acide en 

surface (4,7 à 6,4), mais celui-ci, par la 

présence plus marquée de magnésium en 

profondeur, augmente progressivement 

jusqu’à un niveau neutre à la base de la 

couche de latérites jaunes. La capacité 

d’échange cationique du sol, donnant une 

idée de la fertilité des sols de surface, est 

relativement faible avec des valeurs 

inférieures à 15 mEq/100g (Latham, 1975) 

qui tendent également à augmenter avec la 

présence d’argile magnésienne en 

profondeur. Seul le magnésium situé à la base du profil, soit au niveau de la latérite jaune 

(Fig.1), est plus mobile. 

Ces particularités édaphiques, que l’on ne retrouve nulle part ailleurs au monde, ont 

fait de de la Nouvelle-Calédonie le troisième producteur mondial de nickel (Mazzeo, 2004) et 

influent sur les méthodes et les conséquences de l’exploitation minière (Laroche, 2011). 

 

Evolution des méthodes d’extraction minières 

Dix ans après la découverte de la Garniérite par Jules Garnier en 1864 à Dumbéa, la 

première extraction du minerai de Nickel est réalisée au mont Dore, puis s’étend sur d’autres 

Figure 1 Coupe d'un profil type de sol issu de roche  

UMF (L'huillier et al., 2010) 
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régions. Si les premières extractions se faisaient par galeries souterraines le long d’un filon de 

garniérite dont la teneur était de l’ordre de 15%, les taux ont progressivement diminué à 5%, 

puis disparus, dès 1920. Ce phénomène et le ralentissement du cours du Nickel depuis 1980 a 

entraîné l’exploitation à ciel ouvert des horizons latéritiques et saprolitiques (Fig.1) dont les 

teneurs respectives sont 1,5 et 2,5% 5 (Mathieu, 2002).  

Ce type d’exploitation, décapant les couches végétales et les horizons supérieurs du 

sol à trop faible teneur, a des conséquences catastrophiques sur l’environnement, en 

particulier depuis 1950 où les extractions se sont mécanisées et de plus grandes profondeurs 

ont été atteintes. Les stériles miniers, constitués par les horizons décapés et les roches triées 

du minerai, étaient jusqu’en 1975 déversés sur les versants détruisant ainsi une surface encore 

plus importante de végétation et les pistes tracées au bulldozer pour exploitation ou 

prospection laissent encore de larges cicatrices sur le paysage. Aujourd’hui de nouvelles 

techniques plus respectueuses de l’environnement sont employées : pelle hydraulique et 

camion d’évacuation remplacent les bulldozers, le stockage de stériles est stabilisé en verses 

(Annexe II), drainé et protégé de l’érosion sur des sites choisis, un terrain naturel protecteur en 

bordure des pistes et des zones d’extraction doit être conservé et des caniveaux et décanteurs 

sont mis en place pour réguler les flux hydriques et réduire la charge solide des eaux de 

ruissellement (Alla et al., 2007). 

Conséquences environnementales 

Les conséquences de l’activité minière sur l’environnement sont aujourd’hui inscrites 

dans le paysage Calédonien. Des zones dénudées mal délimitées, entourées de coulées de 

« terre rouge » indiquent une ancienne mine tandis que des surfaces dénudées mieux 

circonscrites traduisent des mines plus récentes (Annexe III). L’impact visuel résultant d’un 

siècle de destruction du sol et de la végétation est associé à des perturbations du régime 

hydrique, un accroissement de l’érosion et un transport de matériaux sur les pentes conduisant 

à une pollution et un engravement des rivières ainsi qu’à un dépôt d’alluvions le long du 

rivage des centres miniers (Bird et al., 1984 ; Dupon, 1986 ; Jaffré et al., 1977). Le décapage, 

le recouvrement par des déblais terreux ou encore la pollution des rivières entraînent 

inéluctablement la réduction des écosystèmes et des populations pouvant entraîner une perte 

de la biodiversité et un dépérissement, à long terme des populations (Honnay & Jacquemyn, 

2006 ; Oostermeijer et al., 2003). Les risques de perte de biodiversité sont d’autant plus 

importants que l’écosystème touché par l’activité minière se trouve déjà en situation critique : 

faible étendue, fragmentation (Jaffré et al., 2004 ; Jaffré et al., 2010). Par ailleurs, les 

pratiques d’exploitation et de transport sur mine conduisent à l’émission de nombreuses 

poussières dans l’atmosphère qui pourraient être stoppées en partie par un couvert végétal 

plus dense (Laroche, 2011).  

Mais les effets néfastes d’un projet minier sur la qualité du sol ne se limitent pas à 

cela. En effet, la disparition de la couche de topsoil, chargée en matière organique, est 

synonyme de disparition des stocks de graines locales et de la flore microbienne indispensable 

à la restauration végétale. Ainsi, même après plusieurs années, certains sols miniers laissés à 

l’abandon demeurent entièrement dénudés (Jaffré et al., 1977; Wild and Wiltshire, 1971). 

C’est pourquoi la viabilité du topsoil après stockage en verse est un sujet de recherche 

d’actualité soutenu par le programme CNRT en Nouvelle-Calédonie en parallèle de la 

technique d’enrobage étudiée ici. 

 



I.1.2 La Nouvelle-Calédonie : un trésor botanique menacé  

Endémisme, micro endémisme et hotspot de biodiversité   

La Nouvelle-Calédonie se situe à 1500 km à l’est de l’Australie, à 800km au Sud-

Ouest du Vanuatu et à 1700km au Nord de la Nouvelle-Zélande, juste au-dessus du tropique 

du Capricorne, et entre 163° et 167° de longitude Est (Annexe I). Elle est donc soumise à un 

climat intertropical qui se caractérise par une saison chaude et humide et une saison fraîche 

séparées par deux intersaisons (Annexe IV). Elle est constituée d’une île principale de 400 km 

de long et 50 km de large traversée en son long d’une chaine montagneuse, de l’archipel des 

îles Loyauté et d’îles éparses (Zongo, 2010). Cet isolement géographique et cette particularité 

pédo-climatologique ont engendré, au cours des millénaires, une originalité importante de sa 

flore, conférant aux terres de la Nouvelle-Calédonie un très fort endémisme (76,8%). 

En effet, à ce jour, plus de 550 espèces (89 familles et 223 genres) ont été recensées 

dans le Grand Sud avec un taux d’endémisme spécifique atteignant plus de 90%. Parmi ces 

espèces, certaines sont extrêmement rares et menacées d’extinction selon les critères de 

l’IUCN. Ces caractéristiques font du massif du Grand Sud une entité phytogéographique à 

part entière (Morat, 1999) reconnue comme « hotspot » mondial des flores métallophytes 

(Whiting et al., 2004). 

Le maquis minier 

La forêt dense et humide et les maquis miniers, ensemble des groupements non 

forestiers, sont les deux formations végétales principales des UMF (Jaffre, 1980 ; Morat et 

al.,1981) (Annexe V). On suppose que la forêt dense humide recouvrait l’ensemble des 

massifs miniers avant l’arrivée de l’homme (3500-4000ans). Les incendies d’origine 

anthropique, le stockage de stériles miniers, l’engravement du lit des rivières par des déblais 

miniers des exploitations et l’aggravation des crues due à une diminution du couvert végétal 

(Bird et al., 1984; Dupon, 1986) sont les principales causes de leur régression. Cette 

régression n’est pas sans conséquences puisqu’on trouve dans ces forêts environ 1380 espèces 

de plantes vasculaires dont 82% sont endémiques (Jaffré et al, 2009ab). Les maquis miniers, 

quant à eux , résultent en grande partie de la destruction de la forêt et représentent des stades 

variés de succession secondaire. C’est pour cela qu’ils présentent une grande variété 

physionomique structurale et floristique (Barrière et al, 2007 ; Dagostini et al, 1997 ; Enright 

et al., 2001 ; Jaffré et al., 1994ab; Jaffré et al., 2003 ; Morat et al., 1986 ; Virot, 1956). Ils 

représentent aujourd’hui plus de 80% des terrains miniers et rassemblent environ 1140 

espèces de plantes vasculaires, dont le taux d’endémisme est de 89%. Les familles les plus 

caractéristiques du maquis minier sont par ordre décroissant du nombre d’espèce les 

Myrtaceae, Euphorbiaceae, Rubiaceae, Apocynaceae, Cunionaceae, Rutaceae. Certaines 

familles comme les Casuarinaceae sont moins fournis en nombre d’espèces mais très 

abondantes. Par ailleurs la composante herbacée des maquis miniers est principalement 

constituée de Cypéracées (Jaffré, 1980 ; Jaffré et al., 2009b). 27% des plantes de maquis 

minier sont « hémi-accumulatrices » et une quarantaine d’espèce est dite « hyper-

accumulatrice » ce qui fait de la Nouvelle-Calédonie, avec Cuba, l’une des régions les plus 

fournies en espèces hyperaccumulatrices de Nickel (Reeves, 2003). 

Le rôle de la couverture végétale   

La couverture végétale joue le rôle de protection contre l’érosion hydrique de surface 

puisqu’elle freine le ruissellement de l’eau et son cheminement favorisant ainsi son 

infiltration. De plus, la litière produite par le couvert végétal éponge une importante partie de 

l’eau diminuant d’avantage le ruissellement. Ainsi elle diminue le transport des sédiments qui 

polluent la rivière. Par ailleurs, les racines des plantes assurent une meilleure cohésion du sol, 
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et l’apport de matière organique par la litière : une meilleure constitution. En plus de toute ces 

caractéristiques liées à l’érosion, le couvert végétal est aussi un habitat idéal pour la faune qui 

favorise le transport de semences et ainsi une colonisation intéressante de l’espace par les 

végétaux (L’Huillier et al., 2010). 

 

I.1.3. La revégétalisation des sites miniers 
Cette biodiversité exceptionnelle à fort taux d’endémicité et de micro-endémicité 

soumise à des menaces telles que les feux et l’extraction minière place la Nouvelle-Calédonie 

comme l’un des «hotspots » mondiaux de biodiversité (Myers et al., 2000).  

Concept de la restauration écologique et application à la Nouvelle-Calédonie 

L’écologie de la restauration s’adresse à l’ensemble des processus naturels et assistés 

par les 

interventions 

initiant ou 

favorisant le 

rétablissement 

des écosystèmes 

dégradés (SER, 

2004).  

La restauration 

écologique des 

sites miniers 

actuelle est la 

suivante : 

implantation d’un 

premier couvert 

de végétation 

résistante, 

pérenne, à base 

d’espèces natives 

colonisatrices des 

terrains dénudés à 

partir duquel devrait se développer une succession secondaire conduisant progressivement à 

des groupements végétaux plus complexes et plus diversifiés. Les caractéristiques 

fonctionnelles de l’écosystème peuvent être reconstituées rapidement alors que la restauration 

intégrale peut exiger des centaines d’années (Fig.2).  

 

Jusqu’à ce jour, aucun suivi de végétation sur le long terme sur terrain minier n’a été 

réalisé, mais il suffit d’observer le sol nu de certaines mines abandonnées depuis plus de 

cinquante ans pour se rendre compte que la recolonisation naturelle est très lente et imparfaite 

voire nulle (Jaffré et al., 1977). En effet la succession spontanée se fait très lentement et 

difficilement du fait des conditions de stress liées au climat - vent, ensoleillement, pluies 

cycloniques mais aussi sécheresse prolongée -, du manque de matière organique de ces sols 

ou le topsoil a été décapé, de l’introduction d’espèces invasives – cerfs et cochons sauvages- 

et de l’usage généralisé du feu. Ainsi des efforts de revégétalisation sont essentiels pour 

sauvegarder une partie de la richesse endémique puisque d’après l’Union mondiale pour la 

nature (UICN), 32,4 % des espèces de la flore du maquis présentent un risque plus ou moins 

fort d’extinction. 

Figure 2 Les différentes approches de la restauration des sols dégradés en 

exploitation minières (Bradshaw, 1992) 



Evolution des lois et prise de conscience  

Jusqu’en 2008,  il n’existait aucun moyen juridique efficace pour garantir la protection 

de l’environnement sur site minier. Depuis 2009, le code minier (Annexe VI) impose aux 

projets miniers une étude d’impact avant exploitation, un schéma de réhabilitation des zones 

dégradées complété par un plan de restauration et de fermeture, la réparation des dégradations 

dues à l’activité minière. Il n’en demeure pas moins que les nombreuses années d’exploitation 

minière non règlementées ont laissé leurs marques sur le paysage (Annexe III). En 2007, 

quelques 20 000 ha de sols dégradés par l’activité minière étaient toujours à l’abandon sur la 

Grande Terre (1,2 % de sa surface) et seulement 296 ha auraient été restaurés depuis 1971. 

Avec un rythme de revégétalisation actuel de 30 à 40 ha/an (DIMENC, 2006), la restauration 

complète de ces anciens sites miniers pourrait prendre plus de 600 ans. Or, ces sols dénudés 

représentent une menace permanente pour la préservation de certains écosystèmes.  

Actuellement, le code minier n’exige ni la restitution de la faune et de la flore 

originelle lors des travaux de réhabilitation, ni l’utilisation de plantes indigènes mais il 

recommande l’utilisation de plantes pionnières originaires et endémiques des massifs miniers 

ainsi que la conservation d’îlots de végétation naturelle pour favoriser la dissémination 

d’espèces secondaires locales (Laroche, 2011). 

Premiers essais de revégétalisation et méthodes actuelles  

Après plusieurs essais ratés de revégétalisation à base d’espèces exotiques : Acacia, 

Poeceae, Pinus Caribaea (Jaffré et Latham, 1976) (Annexe VII) et indigènes : Acacia 

spirorbis, Casuarina collina (Cherrier, 1990), ce n’est qu’en 1988 que certaines plantes 

endémiques sont testées. L’utilisation d’espèces pionnières locales et mieux adaptées au 

milieu permit d’offrir des résultats intéressants tout en minimisant l’apport d’engrais, 

l’invasion d’espèces allochtones ainsi que l’implantation d’espèces locales grégaires et 

invasives ayant tendance à créer des groupements monospécifiques (Pelletier et Esterle, 

1995).  

 

Aujourd’hui les sociétés d’extraction de Nickel ont chacune leurs propres stratégies. 

La SLN, Société Le Nickel, travaille directement avec une société spécialisée dans la 

revégétalisation : la Société internationale de réhabilitation et d’aménagement des sites du 

Pacifique (Siras-Pacifique) depuis la récolte des graines et l’élevage des plants en pépinière 

jusqu’à la plantation ou l’ensemencement hydraulique (hydroseeding). Elle peut ainsi planter 

presque exclusivement des plantes endémiques (92 %), 300 000 plants qui ont été mis en 

place depuis 1993 par cette société. La SMSP, Société Minière du Sud Pacifique, travaille 

avec de petites entreprises qui s’occupent principalement de la mise en place des plants 

(exotiques ou locales à croissance rapide) récupérés chez les pépiniéristes. VALE-Nickel, a 

mis en place une pépinière d’espèces endémiques avant le début de l’exploitation minière « 

Revégétalisation anticipée », puisque 30 000 plants d’espèces endémiques (dont les espèces 

rares de gymnospermes Retrophyllum minor et Araucaria muelleri) ont été élevés en 

pépinière et un début de plantation a été réalisé autour de la base-vie, sur d’anciens stocks de 

latérites et des versants dégradés. (Sarrailh., 2002). 

La réapplication de topsoil sur sols décapés est considérée comme la méthode de 

revégétalisation la plus efficiente mais encore peu appliquée en Nouvelle-Calédonie 

(Williamson and al., 1982; Van Kekerix and Kay, 1986; Bradshaw, 1997; Tordoff et al., 

2000) pour des raisons d’organisation et financières. Des programmes de recherche évaluent 

actuellement cette technique qui permettrait l’implantation d’espèces indigènes locales 

adaptées au milieu, une meilleure diversité spécifique et le développement naturel de 

symbioses mycorhiziennes. Cette technique, couplée à l’ensemencement hydraulique et la 
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plantation, permettrait d’accélérer le processus de revégétalisation et d’augmenter ses chances 

de réussite. 

Quoiqu’il en soit, la revégétalisation devra concilier des moyens budgétaires très 

limités avec un minimum de restauration écologique et des surfaces à traiter importantes. Pour 

l’instant, on se heurte encore à la difficulté de fourniture en quantités suffisantes de graines 

d’espèces locales et à leur prix (Sarrailh, 2002). 

Focus sur l’ensemencement hydraulique ou hydroseeding 

Développée au début des années 1990, une technique d’ensemencement hydraulique 

(hydroseeding) (Annexe VIII) permet de projeter les semences à l’aide d’un hydrosemoir 

(Hydroseedeur), en mélangeant celles-ci avec du mulch, de la colle végétale et des engrais 

organiques ou minéraux. On peut ainsi traiter rapidement de grandes superficies à dénivelés 

importants, impraticables ou difficiles d’accès y compris sur les fortes pentes que présentent 

les verses. Elle permet aussi de végétaliser des substrats assez rocheux ou la plantation 

pourrait s’avérer difficile et réduit les coûts et les temps de travaux liés à la plantation. Elle 

nécessite cependant d’énormes quantités de semences, limitées par la production locale et le 

prix de la collecte manuelle, et les résultats sont encore aléatoires (Laroche, 2011).  

Dans le but d’optimiser les chantiers de revégétalisation par hydroseeding, le 

programme de recherche CNRT tente d’élaborer une technique d’apport combiné de graines 

et de spores d’AMF (Arbuscular Mycorrhizal Fungus). En effet, les chercheurs sont de plus 

en plus conscients du rôle des AMF dans la restauration des sols contaminés par des polluants 

(Vavrek & Colgan, 2003). 

I.2. La mycorhization contrôlée par enrobage des graines : un 

élément essentiel à la revégétalisation  

I.2.1. Mycorhizes et rôle dans le développement des plants  

Les endomycorhizes 

Les 

champignons 

mycorhiziens (Annexe 

IX) sont des symbiotes 

obligatoires. Il existe 

sept ou huit types 

d’associations, plantes-

mycorhizes en fonction 

du type de structures 

intra et extra-radicales 

(Bianciotto et al., 2000) 

dont seulement deux 

sont représentées en 

Nouvelle-Calédonie. 

Nous nous intéressons 

au cas des mycorhizes 

endotrophes à 

arbuscules appartenant 

au phylum des 

gloméromycètes (Schüßler et al., 2001). Ils se développent initialement dans le sol, puis, 

Figure 3 Volume d'exploration racinaire et mycorhizien du sol 

(http://www.iftech.fr/Files/18760/S5000-shema.jpg). 

http://www.iftech.fr/Files/18760/S5000-shema.jpg


pénètrent dans les racines hôtes pour s’insinuer dans les tissus des racines jusqu’au 

parenchyme cortical où le mycélium pénètre dans les cellules pour repousser le cytoplasme 

sans jamais le traverser. Ils ne forment que très rarement des fructifications visibles à l’œil nu. 

Bien qu’ils soient symbiotes obligatoires, ils peuvent se conserver et se propager dans le sol 

grâce à des spores résistantes qui se forment généralement sur ou à proximité des racines.  

En produisant une importante quantité de filaments mycéliens, ils ont un rôle 

d’interface entre la plante et le sol. Ce réseau multiplie le volume d’exploration autour de la 

plante (Fig.3) et ces filaments récupèrent les éléments nutritifs de façon plus efficace que les 

racines puis les transmettent à la plante en échange de composés carbonés. Ils jouent un rôle 

central dans la nutrition phosphatée de la plante (Smith & Read, 2008). D’ailleurs, 80% des 

espèces de plantes terrestres (Brundrett, 2009) et 94% des familles d’angiospermes sont 

mycorhizées dans le milieu naturel et leur absence est très rare (Merryweather et Fitter, 

1995). Il a été montré, grâce à des mutants, que la colonisation racinaire est en partie 

contrôlée génétiquement par les AMF (Parniske, 2008). Cependant, aucune étude n’a été faite 

sur la manière dont la plante gère cette colonisation (Smith & Smith, 2011). 

Endomycorhizes et croissance de la plante  

De nombreuses études ont été réalisées sur l’impact de la mycorhization des plantes 

sur leur croissance et des résultats très variables ont été obtenu en fonction des conditions 

environnementales (sols, lumières,…), des souches de champignons mycorhiziens et des 

plantes utilisées (Cavagnaro et al., 2004 ; Facelli et al., 2010 ; Jones & Smith, 2004 ; Smith, 

1980). La MGR (Mycorhizal Growth Response) peut être positive, lorsque l’absorption de 

phosphore ou d’autres éléments nutritifs est accrue par la voie mycorhizienne. Elle est aussi 

parfois négative lorsque la biomasse fongique est trop élevée ou lorsqu’elle est indépendante 

des échanges de phosphore et carbone (Smith & Read, 2008). De plus, un changement de sol 

peut affecter la croissance des plantes non mycorhizées sans avoir aucun impact sur celle des 

plantes mycorhizées (Schroeder & Janos, 2004). En effet, en plus d’avoir un effet direct sur la 

croissance de la plante, les champignons mycorhiziens induisent des changements physico-

chimiques et microbiologiques dans la myco-rhizosphère (Hinsinger et al., 2009; Lambers et 

al., 2009) (Annexe IX). 

Par ailleurs, il a été montré que la mycorhization est aussi fonction de la teneur en 

éléments nutritifs dans les sols et une concentration forte en certains induit une diminution du 

taux de mycorhization en général (Marschner & Cakmak, 1986). En effet, la plante 

conservant son mode d’absorption direct par les racines et l’épuisement en P de la rhizosphère 

se faisant plus lentement (Fig.3), la mycorhization n’est pas nécessaire à la plante. Des études 

montrent qu’à une concentration en P de 50 mg/kg, la colonisation par les mycorhizes est 

maximale, alors qu’elle est réduite à une concentration de 100 mg/Kg (Amijee et al., 1989). 

I.2.2. Rôle des AMF sur sol UMF 

Rôle dans la disponibilité en Phosphore  

Les sols ultramafiques sont des sols carencés en P. Ils le sont d’autant plus une fois 

décapés par l’extraction minière mais aussi et surtout parce qu’ils sont riches en oxydes de fer 

et d'aluminium. En effet, les oxydes et hydroxydes fixent les ions phosphates dans les sols 

(Borggaard, 1983). La carence en phosphore explique en partie l’absence de reprise végétale 

sur ces sols. Or, il semble que sur sol ultramafique, la mycorhization provoque une nette 

augmentation du transfert de phosphore vers la plante, résultant en une meilleure croissance 

de celle-ci (Doubkovàa et al ., 2012 ; Doherty et al., 2008). En plus d’augmenter l’interface 

sol/plante, les champignons mycorhiziens des sols UMF permettent d’accentuer la 
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solubilisation du phosphore par sécrétion racinaire d’acides organiques (Gaur and Adholeya, 

2004).  

Rôle dans la protection face aux métaux lourds  

Les AMF des sols ultramafiques se sont adaptés à de fortes concentration en Ni 

puisqu’il le tolère bien mieux (Perrier et al., 2006). Certaines espèces de Glomus résistent à 

des concentrations jusqu’à 3 fois supérieures que d’autres Glomus (Amir et al., 2008). En 

effet, ils modifient les entrées et sorties des métaux de la plante, se comportant ainsi comme 

une protection pour celle-ci face à des sols toxiques. Ainsi, bien que toutes les plantes qui se 

développent sur des sols contaminés accumulent des quantités importantes de métaux lourds 

dans leur racines (>10 000ppm), cette accumulation est bien moins élevée dans les racines de 

plantes mycorhizées par des AMF adaptés à ce type de sol (Cuenca et al., 2001). Elles 

permettent la fixation des métaux dans les membranes cellulaires du champignon (Franco et 

al., 2004) ou la sécrétion d’oxalates pour bloquer les ions métalliques dans les sols (Fomina et 

al., 2005) ou encore un stockage dans la plante entière. Différentes voies métaboliques 

semblent permettre à la plante mycorhizée d’être plus tolérante à la toxicité du sol. Ainsi sur 

39 publications traitant de la lutte contre la toxicité des métaux lourds, 84% montrent que les 

plantes mycorhizées s’adaptent mieux aux sols pollués que celles non mycorhizées (Amir et 

al., 2010).  

 

Il a été montré que les AMF sont naturellement abondants sur sols ultramafiques ou 

similaires (Amir et al., 1997; Turnau & Mesjasz-Przybylowicz 2003; Perrier et al., 2006; 

Gonçalves et al., 2007; Jourand et al., 2010). Cependant, on note une diminution nette du 

développement de la symbiose (moins de spores, de germination et de colonisation) (Amir et 

al., 2007; Gustafson & Casper, 2004; Jarstfer et al., 1998) et une diversité amoindri par 

rapport à d’autres types de sols (Pawlowska et al., 1996; Regvar et al., 2001). 

Il semble que les bactéries PGPR, comme les AMF ont un effet sur l’assimilation 

d’éléments nutritifs ainsi que sur la tolérance aux stress métalliques stimulateur lorsque leur 

présence est combinée à celle des AMF (Vivas et al., 2005 ; Ma et al., 2006). Ces pistes 

d’études sont au cœur de la recherche dans le domaine des mycorhizes à l’heure actuelle. 

L’ensemble de ces éléments prouve finalement l’intérêt que peuvent avoir les AMF en 

revégétalisation et en phytoremédiation de sites pollués par l’activité humaine (Schützendübel 

& Polle 2002; Hildebrandt et al 2007; Khade & Adholeya 2007) d’autant plus que différentes 

études rapportent un intérêt des AMF vis-à-vis de la tolérance aux maladies et/ou à la 

sécheresse, dont les mécanismes semblent distincts de l’approvisionnement nutritif indirect 

(Johnson et al., 1997 ; Jones & Smith, 2004 ; Newsham et al., 1995, Strullu, 1991). 

L’utilisation des mycorhizes serait donc un moyen efficace pour augmenter les 

rendements des chantiers de revégétalisation (Vogelsang et al., 2004). En effet, certaines 

espèces pionnières des maquis miniers, comme les cypéracées (C.comosa), semblent être 

dépendantes des mycorhizes dans des milieux appauvris en nutriments, comme sur les sols 

UMF de Nouvelle-Calédonie (Muthukumar et al., 2004). 

 

I.2.3. Aspects techniques et pratiques de la mycorhization contrôlée, 

appliquée à la restauration écologique des terrains miniers. 
 

Les terrains miniers décapés, même anciens, ne montrent aucune présence de spores 

MA, ni de propagules ectomycorhiziens (Amir et al., 1997). C’est pourquoi il est nécessaire 

d’assurer la mycorhization des plants avant leur plantation et celle des graines au moment du 

semis. C’est le moyen le plus efficace d’assurer l’apport en mycorhize et donc d’augmenter 



l’adaptation des plants et des plantules sur ce type de sol. Pour cela, il faut commencer par 

vérifier l’affinité des espèces végétales vis-à-vis des champignons. Ensuite il faut récupérer un 

échantillon de sol riche en petites racines dans un maquis peu dégradé sous une espèce 

végétale réputée pour être bien mycorhizée (Xanthostemon, Alphitonia, Dodonea, …) et en 

déposer quelques grammes sur les racines de semis. Il est possible d’avoir un inoculum dense 

et efficace en procédant à une phase préalable de multiplication d’un inoculum sur plantes 

hôtes en conditions semi-contrôlées. Cela peut permettre d’obtenir des résultats encore plus 

intéressants.  

 

Par ailleurs, la culture in vitro d’AMF donne de bons résultats mais l’efficacité des 

propagules dans des conditions défavorables, tel que site minier, reste incertaine et certains 

AMF perdent leur infectiosité après succession de plusieurs générations de culture (Plenchette 

et al., 1996). Par ailleurs, que ce soit in vitro ou in vivo, la culture d’AMF est importante à 

réaliser pour préserver la biodiversité fongique (Diop, 2003). 

En Afrique, des études visent à améliorer le potentiel mycorhizien des sols en 

introduisant dans le milieu des espèces qui enrichissent les sols en spores de champignons 

MA (Duponnois et al., 2007), un procédé qui pourrait être adapté aux maquis miniers puisque 

les mycorhizes y jouent un rôle essentiel dans le développement des plantes et leur résistance 

aux métaux. En effet leur potentiel mycorhizien est lié à l’écologie mais aussi à l’origine 

phylogénétique de l’espèce (Miller et al., 1999). Cependant les tentatives de mycorhization 

des sols in situ qui ont été réalisées à de par le monde, donnent des résultats généralement 

décevants. Ainsi l’enrobage de semences avec un inoculum mycorhizien est une technique 

prometteuse bien qu’elle nécessite encore des mises au point. 

 

I.2.4. L’alginate : un matériel intéressant pour l’enrobage de graines 

d’espèces endémiques avec spores d’AMF, utilisées en revégétalisation par 

hydroseeding 

Origine et structure de l’alginate 

Extrait principalement d’algue brune (Laminaria, Ascophylum,..) (Annexe XI) mais 

aussi produit par certaines bactéries, l’alginate est un polysaccharide linéaire, anionique, non 

toxique, composé de monomères d’acides guluronique et mannuronique reliés par des ponts 

oxygènes. Il existe une grande diversité d’alginates qui se différencient par la proportion des 

deux acides, leur répartition, leur poids moléculaire et leur pureté (Goujon, 2004). On les 

trouve sous forme de poudre blanche à dissoudre dans l’eau portée à ébullition. 

En présence de cations divalents ou trivalents, l’alginate est capable de former un 

hydrogel par interaction entre cations et groupements carboxylate des monomères (Annexe 

XII). On appelle cela la gélification ionotropique (Mjahed, 2009). Le sel de cation le plus 

utilisé est le chlorure de calcium CaCl2 (Ouwerx, 1998). La gélification correspond donc à la 

formation d’un réseau tridimensionnel composé d’une succession d’« egg-box » reliées par 

des segments polysaccharidiques selon la composition de chaque segment en monomères 

d’acides mannuronique et guluronique (Vincent, 2010). 

Propriétés mécaniques et physico-chimiques de l’alginate 

Les propriétés mécaniques des gels d’alginate (rigidité, viscosité, 

gonflement/rétrécissement, densité du réseau) dépendent de la concentration en alginate, de la 

composition de l’alginate, de sa masse moléculaire mais aussi de la nature de l’ion divalent 

utilisé pour la polymérisation. Par exemple, l’affinité Alginate/Cu
2+

 est 10 fois plus élevée 

que Alginate/ Ca
2+

, et plus l’affinité est grande moins le gel est homogène et poreux (Ouwerx, 
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1998). Le pH de l’eau dans laquelle sont dissous les cristaux d’alginate peut avoir une 

influence sur le gel : en dessous de pH 4 le volume du gel est réduit et au-dessus de pH 10 il 

augmente du fait de la répulsion électrostatique jusqu’à dissociation à partir de pH 12 (Velings 

& Mestdagh, 1995). Il est aussi possible d’obtenir de meilleures propriétés mécaniques en 

diminuant la température de réaction, induisant ainsi une diminution de la diffusion des 

cations divalents et donc une augmentation du temps de gélification permettant la formation 

d’une structure tridimensionnelle plus ordonnée et donc plus résistante. 

Par ailleurs, une fois formé, le gel d’alginate est insoluble dans l’eau et stable dans une 

gamme de température allant de 0 à 100°C. La dégradation de l’alginate se fait par expulsion 

très lente des ions calcium hors du gel (Bashan, 1986). Cependant une dissolution rapide est 

envisageable par déplacement des ions Ca
2+

 à l’aide d’agents chélateur comme l’EDTA, le 

lactate, le tampon phosphate 7,4 ou encore des concentrations très fortes en ions Na
+
 ou Mg

2+
 

(Mjahed, 2009).  

Utilisation générale de l’alginate 

L’utilisation d’alginate est une pratique courante et ancienne en Extrême-Orient, 

notamment dans l’alimentation. Si la consommation en l’état reste rare en Occident, le marché 

principal de ces algues reste celui de l’agro-alimentaire puisque les alginates sont 

d’intéressants épaississants et gélifiants. Aujourd’hui sont utilisation s’est répandu dans de 

nombreux domaines : l’aéronautique, l’industrie pharmaceutique et biotechnologique qui 

s’intéressent aux propriétés rhéologiques des gels obtenus (Vincent, 2010) et l’industrie 

tissulaire l’utilise pour la micro-encapsulation de cellule lors de l’élaboration de tissus 

artificiels (Mjahed, 2009) ou encore l’encapsulation de protéines (Léonard, 2002). A titre 

d’exemple cette technique est très utilisée pour la culture de chondrocytes dans le traitement 

de l’arthrose (Häuselmann et al., 1994). 

L’alginate pour l’encapsulation de micro-organismes 

Ces propriétés particulièrement intéressantes n’ont pas échappé au monde de 

l’agriculture qui s’est aussi attelé à étudier l’encapsulation d’organismes pour diverses fins. 

En effet, dès 1989, l’équipe de Janick et al., a mis au point une technique de production de 

graines artificielles de carottes en enrobant, dans un gel d’alginate, des embryons obtenus par 

culture in-vitro. Une dizaine d’années plus tard une équipe (Shah et al., 1998) obtient des 

résultats satisfaisants dans un essai d’encapsulation d’hyphes du champignon pathogène de 

pucerons, Erynia neoaphidis, pour permettre une lutte biologique contre ce ravageur. 

Après d’intéressants résultats de mycorhization par inclusion de mycélium produit en 

fermenteur dans une matrice polymère (Le Tacon et al., 1983), Declerck et al. (1996) 

montrent que les spores d’AMF sont capables de mycorhizer les plants après avoir été 

encapsulées dans des billes d’alginate. La technique est reprise en 2000 et 2003 en Turquie et 

montre qu’il est possible d’immobiliser des micro-organismes dans les billes d’alginate et de 

les utiliser comme absorbant biologique pour l’élimination efficace de métaux lourds à partir 

de solutions aqueuses (Arıcaa et al., 2003). C’est ensuite au tour des PGPB (Plant Growth 

Promoting Bacteria), récemment découvertes, d’être encapsulées dans des microbilles 

d’alginate pour une inoculation réalisée avec succès de plants de tomates (Bashan et al., 

2002). Plusieurs utilisations de poudres de microbilles séchées d’alginate encapsulant des 

inoculum ont d’ailleurs été décrites (Douds et al., 2004). 

Malgré tous ces résultats très prometteurs, un problème reste à résoudre. En effet, les 

résultats d’inoculation par apport de billes d’alginate contenant des micro-organismes 

bénéfiques sont relativement satisfaisants lors de ces expériences en conditions contrôlées, 

cependant la projection de ces microbilles par l’hydroseedeur entraîne une dispersion de 

celles-ci qui peuvent alors tomber à plusieurs centimètres des graines. Ce qui, dans le cas des 



spores de champignons mycorhiziens, pourrait être fatal puisqu’ils sont des symbiotes 

obligatoires et pourraient mourir le temps que leurs filaments traversent la distance qui les 

sépare de racines. Ainsi la technique serait inutile (Bashan et Gonzalez, 1999). Par ailleurs il a 

été constaté que lorsqu’on ajoute un hydrocolloïde comme l’alginate dans la cuve de 

l’hydroseedeur on obtient de meilleur taux de germination des graines du fait s’une plus forte 

adhésion au sol (Merlin et al. 1999). Les conditions modérées pour l'immobilisation et sa 

simplicité sont des raisons qui expliquent que l'alginate de sodium est la matrice 

d'immobilisation la plus couramment utilisée (Idris et Suzana, 2006 ; Taqieddin et Amijee, 

2004).  

C’est pourquoi, l’équipe du LIVE, cherche à utiliser les propriétés de l’alginate pour 

élaborer une technique d’enrobage direct des graines d’espèces endémiques contenant des 

spores d’AMF, puis tester son efficacité en serre et sur le terrain. 

II. Matériels et méthodes 

II.1. Matériel vivant 

II.1.1. Matériel végétal 

Costularia comosa 

De la famille des cypéracées, Costularia est une espèce endémique, pionnière des 

maquis miniers et elle constitue, sur massifs ultramafiques la principale 

composante de la flore herbacée. On la trouve sur toute la Grande Terre, 

mais plus particulièrement sur sols bruns hypermagnésiens et sur sols 

latériques, entre 50 et 1000m d’altitude (Annexe XIII). Les graines ne 

présentent pas de dormance et peuvent être mises à germer entre 20 et 

35°C, sans prétraitement nécessaire (L’huillier et al., 2010). S’agissant 

d’un akène, la description de la semence est basée sur le fruit. Ovale de 

taille très réduite, environ 2-3mm de longueur et 1mm de largueur au centre de l’ovale, le fruit 

est souvent accompagné d’un petit plumet (Fig.4) (Zongo 2010).  

1000graines triées = 0,2- 0,28g. 
 

Alphitonia neocaledonica 

De la famille des rhamnacées, Alphitonia neocaledonica est endémique de la 

Nouvelle-Calédonie où elle est largement répandue dans le sud de la Grande Terre. Il se 

trouve sur sols bruns hypermagnésiens de l’ensemble des massifs 

miniers et plus spécifiquement sur sols ferralitiques entre 0 et 

1000m d’altitude (Annexe XIV). Ces graines présentent une forte 

dormance physique. Il est nécessaire de lever cette dormance, après 

avoir extrait les graines, par deux ébouillantages successifs de 5 min 

avant de mettre à germer entre 25 et 35 °C. Toutes les graines 

viables germent en moins de 15 à 20 jours (L’huillier et al., 2010). 

Les graines sont ovales aplaties d’environ 0,5-0,6x 0,2-0,3 pour 

1,5mm d’épaisseur avec une extrémité plus rectiligne. D’un aspect 

lisse et luisant noir, elles sont recouvertes d’un arille de couleur 

N
L

 

1mm 

Figure 4 Graines de Cco 

1mm 

Figure 5 Graines d'Ane 
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2mm 

Figure 7 Graines de Dvi 

rouge qui s’effrite facilement à la main (Fig.5) (Zongo, 2010). L’individu adulte est un arbre 

mince et élancé de 1 à 3m, de cime ronde et dont l’écorce est blanche marbrée assez lisse. 

1000 graines = 22-23g 

Gymnostoma deplancheanum 

De la famille des casuarinacées, Gymnostoma 

deplancheanum est une espèce endémique de la Nouvelle-

Calédonie. Il se développe sur sols bruns hypermagnésiens et plus 

particulièrement sur les serpentinites au pied des massifs miniers 

mais ne dépasse cependant que très rarement les 600m d’altitude 

(Annexe XV). Peu présente dans le grand Sud, il se trouve pourtant 

sur presque tous les substrats ultramafiques de la Grande Terre. Ces 

graines n’ont pas de dormance et germent en 15 jours entre 22 et 

29°C (L’huillier et al., 2010). L’individu adulte est un arbuste ou un arbre de 3 à 6m. Les 

graines sont fortement ailées à 2/3 de la surface et marron clair. Elles mesurent environ 1cm 

de long, 4mm de large et sont bombées au niveau de l’embryon (Fig.6) (Zongo, 2010). 

1000graines = 2,7 – 5,7g 
 

Dodonea viscosa 

De la famille des sapindacées, il est indigène de la Nouvelle-

Calédonie mais très largement répandu sur l’ensemble du territoire 

aussi bien sur maquis minier qu’en forêt sèche (Annexe XVI). Elle 

se développe comme plante pionnière sur les sols bruns 

hypermagnésiens, sur latérites ou sur terrains volcano-sédimentaires 

mais surtout en basse altitude : moins de 500m et très rarement 

jusqu’à 800m d’altitude (L’huillier et al., 2010). Les graines sont 

sphériques/ovalloïdes d’environ 3mm de diamètre et 2mm 

d’épaisseur et présentent une forte dormance physique qu’on lève 

par ébouillantage court (inférieur à 1min) dans les expériences réalisées, mais qu’il est 

possible de lever par scarification (Fig.7) (Baskin et al., 2004). Toutes les graines viables 

germent en 30 jours. Le test de viabilité met en évidence un embryon spiralé caractéristique 

de l’espèce. 

1000graines = 4 - 7g. 
 

Sorghum vulgare 

De la famille des poaceae (graminée) (Annexe XVII), il est très utile comme plante 

modèle car sa croissance et sa capacité à être mycorhizé (Lendzemo, 2009). Il s’agit de la 5
ème

 

céréale mondiale en terme de production  et elle est cultivée soit comme fourrage soit pour ses 

grains. Les graines sont des caryopses de 4 mm environ, de forme sphérique (Steinbach et 

al.,1997). 

Lots de graines SIRAS 

 Les lots de graines utilisés ont été fournis par la SIRAS. Les taux de germination ont 

été réalisés dans leurs locaux, après récolte, puis conservés dans des enveloppes, placées au 

froid sec 5°C jusqu’à utilisation. Au cours des différentes expériences réalisées, deux lots 

différents ont été utilisés, ce qui peut expliquer certaines différences dans les résultats.  

Le taux de viabilité de chaque lot est réalisé : sur 4x25 graines en présence de 

tétrazolium TTC 1% chlorure. Les graines sont coupées en deux, chaque moitié est disposée 

dans une boîte de Pétri en verre contenant une feuille de papier Whatman® imbibée de 

3mm 

Figure 6 Graines de Gde 



solution de chlorure de tétrazolium (2,3,5-triphenyl tétrazolium à 1% dans Tampon Phosphate 

à pH 7 (m/v)). La face coupée de la graine doit être en contact avec le papier imbibé. Les 

graines sont incubées à température ambiante pendant 24-48h à l'obscurité. Les enzymes de la 

respiration (réductases) sont actives et permettent la réduction des cofacteurs (NADPH + H+, 

NADH + H+ et FADH + H+) ainsi que la réduction du sel. Le sel de tétrazolium oxydé a une 

couleur jaune et lorsqu'il est réduit, une coloration rose apparaît. Enfin s'effectue l'observation 

de la coloration de la radicule et des cotylédons : si l'embryon est rouge, la semence est viable 

(L’huillier et al., 2010). 

II.1.2. Les spores d’AMF et leur extraction 
Les spores d’AMF utilisées proviennent de souches pures isolées au LIVE et nommées 

en fonction de l’endroit où elles ont été récoltées. Ces souches sont annuellement multipliées 

par culture Trappe (Trappe, 1977) adaptée aux AMF, en serre, sur sorgho. Cette méthode 

consiste à inoculer chaque année, les plants de sorgho par ajout de quelques grammes de terre 

contenant la souche pure obtenue dans la culture précédente ; puis de récupérer, sécher et 

conditionner en sachet le contenu du pot (racines et terre) après plusieurs mois de culture. Les 

souches utilisées dans les expériences réalisées lors de ce stage sont présentées en (Tab.1).  

 
Tableau 1 Souches pures de spores d'AMF utilisées 

Sol ou plante d’origine Appellation 

finale 

Date 

inoculation 

Psychotria baillonii 3-4-5 

(Koghi) 

PSB2 11/12/12 

Psychotria oleoïdes 

(Demazures) 

PSO 1 

 

10/12/12 

 

Pour l’extraction des spores, on utilise des tamis de 350m 160 m et 36 m bien 

propres (lavées avec de l’éthanol 70°GL et éventuellement au bain à ultrasons) pour le 

tamisage humide du sol. On récupère les spores, retenues dans le petit tamis, en suspension 

dans de l’eau. On met environ 25mL de cette suspension dans un (ou plusieurs) tube(s) à 

centrifuger, dans lequel on ajoute, délicatement à l’aide de la seringue prolongée d’un tuyau, 

environ 25mL de la solution de saccharose sous la suspension de spores, sans secouer ni 

mélanger. Les tubes sont ensuite centrifugés à 800rpm (tour/mn) pendant 5mn. On récupère 

alors les spores, qui se retrouvent à l’interface des 2 solutions, avec une pipette de 5mL et on 

les transfère dans le petit tamis de 36 m. Elles y sont rincées en passant le tamis sous l’eau 

pour enlever le sucre et récupérées dans un verre de montre pour être trier, compter, (Annexe 

XVIII). 

 

II.2. Amélioration du protocole d’enrobage 
Après avoir testé différents matériaux, un premier protocole d’enrobage avec spores de 

champignon mycorhizien a été mis en place par le LIVE. Toutes les expériences réalisées ici 

visent l’amélioration de ce protocole puisqu’il ne permet pas, aujourd’hui, un recouvrement 

satisfaisant des semences et peut diminuer les taux de germination (Zilliox, 2011).  
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II.2.1. Conditions de manipulation 
L’enrobage des graines est réalisé dans les conditions les plus stériles possibles. En 

effet, des contaminations trop importante peuvent conduire au pourrissement des graines 

enrobées et donc à une difficulté d’interprétation des résultats et à de grandes difficultés de 

lecture de la germination des spores. 

Pour cela les graines étudiées sont enrobées sous hotte à flux laminaire vertical et tout 

le matériel (boites de pétri, pinces, bécher, cônes...) mais aussi les solutions (alginate, CaCl2) 

utilisés sont autoclavés 20min à 121°C. Les conditions de manipulation stérile sont 

respectées : tout le matériel entrant sous la hotte est stérilisé, les mains lavées au savon 

antibactérien puis passées à l’alcool. Les graines sont désinfectées par un bain de 5 min dans 

l’alcool à 70°GL avant enrobage. 

 

II.2.2. Protocole d’enrobage et variables à tester pour son amélioration  
On utilise une solution d’alginate de concentration à définir en g/L (grammes de 

cristaux d’alginate/litre d’eau distillée stérile (EDS)) que l’on plonge dans une solution de 

CaCl2 à 0,1M (soit 1,11g/100mL). Le mélange graines-spores-alginate est prélevé avec une 

micropipette de 5mL sur laquelle on a installé un cône dont l’extrémité a été coupée en 

fonction de la taille de la graine, soit d’un diamètre supérieur d’un millimètre au « diamètre » 

de la graine (Fig. 8) (Annexe XIX). Les spores ont été extraites préalablement en quantité 

suffisante pour que chaque graine enrobée porte environ 100 spores (Zilliox, 2011). 

Pour améliorer l’enrobage obtenu avec ce protocole, les différentes modalités testées 

sont détaillées dans les paragraphes qui suivent. 

La concentration de la solution d’alginate 

Nous cherchons ici la concentration de la solution d’alginate adéquate pour un 

enrobage de qualité qui ne gênerait toutefois la germination des spores ni des graines. Des 

concentrations d’alginate inférieures à 10g/L ayant données des résultats insuffisants en terme 

de qualité de l’enrobage et un test à 20g/L ayant diminué fortement la germination des 

graines, on cherche un compromis entre ces deux concentrations (Zilliox, 2011). Pour cela, 

nous avons choisi de tester ici les concentrations C0 : pas d’enrobage, C10 : 10g/L d’alginate 

(concentration témoin), C12,5 : 12,5g/L et C15 : 15g/L. Par la suite, il a été décidé d’étudier 

la concentration intermédiaire de 12,5g/L, mais malheureusement cela a été fait sur un lot de 

graines différent. 

Figure 8 Protocole d’enrobage des graines par l’alginate de Sodium à la micro-pipette 



Le pH de l’eau distillée utilisée pour la solution d’alginate  

Nous cherchons à savoir si le pH de l’eau distillée utilisée pour dissoudre les cristaux 

d’alginate et obtenir la solution d’alginate (EDSA) (étape 3, Annexe XIX) peut jouer sur la 

qualité de l’enrobage et sur la germination des graines et des spores. Les pH testés seront 

pH7, pH7,5, pH8, pH9 et le pH de l’EDS soit pH~6,4 pour le témoin. Ces pH seront testés 

pour une concentration d’alginate à 10g/L. 

La technique d’enrobage 

Selon la graine à enrober, la qualité de l’enrobage avec la technique « micropipette » 

est parfois décevante. D’autres techniques d’enrobage ont donc été réfléchies et étudiées. 

Seule la technique présentant des résultats intéressants sera traitée dans ce rapport : il s’agit 

d’une technique d’enrobage en « gâteau », qui consiste à enrober le lot de graines dans une 

matrice d’alginate contenant des spores d’AMF en versant directement la solution de CaCL2 

sur le mélange alginate-graines-spores et en récupérant les graines ainsi enrobées une à une 

avec un emporte-pièce de taille adaptée à la graine (Fig. 9). 

 

II.2.3. Estimation de la qualité de l’enrobage 
La qualité de l’enrobage 

est directement dépendante du 

pourcentage de recouvrement de 

la surface de la graine puisqu’en 

séchant, l’enrobage se durcit 

autour de celle-ci. On considère 

qu’à partir de 75% de la surface 

de la graine recouverte, 

l’enrobage a de grande chance de 

tenir lors du processus 

d’hydroseeding. On appellera 

donc « enrobage de qualité », un 

enrobage qui recouvre au moins 75% de la graine.  

Pour estimer la qualité de l’enrobage à chaque modalité testée, les 20 graines enrobées 

de chacune des 4 répétitions sont réparties dans les classes suivantes 100%, [75-100% [, [25-

Figure 9 Protocole d’enrobage en gâteau des graines par l’alginate de sodium 

R(%) =
𝑁1∗12,5+𝑁2∗50+𝑁3∗85,25+𝑁4∗100

𝑁𝑡𝑜𝑡𝑎𝑙
 

 
   

100% 

4 

*75% - 100%[ 

3 

[ 25% - 75%[ 
2  

[ 0% - 25%[ 
1  

Figure 10 Evaluation du taux de recouvrement des graines d'une modalité 
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75[et [0-25% [de la surface recouverte par l’enrobage (Fig. 10). A partir du nombre de graines 

estimé dans chaque classe, on détermine un taux de recouvrement, qui correspond à une 

moyenne pondérée de chaque classe, pour faciliter les tests statistiques. 

De manière à limiter au maximum la subjectivité de l’observation, les graines 

enrobées sont réparties dans les boites de Pétri pour germination, la modalité et le numéro de 

répétition notés sur le côté du couvercle, les boites sont mélangées et l’observation réalisée 

aléatoirement. 

II.2.4. Suivi de germination des graines enrobées 
Pour l’ensemble des paramètres testés, pH et concentration, 80 graines sont enrobées 

et réparties pour avoir 4 répétitions de 20 graines. Après enrobage, elles sont mises à germer 

en boites de Pétri sur coton humide préalablement autoclavées, puis placées à l’étuve 25°C, 

lumière continue, jusqu’à obtention du plateau de germination. Le coton est régulièrement 

humidifié de manière à ce qu’il ne soit jamais sec ni inondé. Tous les 2-3 jours on compte le 

nombre de graines germées. Une graine est comptée comme germée lorsqu’on peut observer 

un germe d’au moins 1mm. Le suivi ne concerne pas l’adaptation et le développement des 

plantules. 

II.2.5. Suivi de germination des spores  

Coloration et comptage 

Le taux de germination témoin est déterminé en mettant à germer 100 spores sur une 

membrane millipore déposée en boites de Pétri plastiques (Ø 4cm) stériles remplies de sable 

autoclavé, humidifié, puis fermées hermétiquement avec du parafilm. On les place ensuite en 

étuve 25°C à la lumière constante (Zilliox, 2011). On réalise ensuite un comptage des spores 

germées et non germées par observation au microscope (x40 ou x100) au bout de 25 jours. 

Aux mêmes dates, on récupère trois enrobages présents autour des graines déjà 

germées dans les boites de pétri. L’enrobage est écrasé dans un verre de montre et plongé 

dans du bleu de trypan. Au bout de 5 à 10 min, l’enrobage est récupéré avec une pince et 

déposé sur une lame. On recouvre l’enrobage de quelques gouttes de glycérol pour éliminer le 

surplus de colorant et on l’écrase ensuite entre lame et lamelle, pour observer au microscope 

et compter le nombre de spores germées et non germées (Annexe XX).  

Préparation du bleu de trypan et du lactoglycérol  

Le Bleu de Trypan est un colorant vital qui pénètre les cellules mais qui ne peut être 

expulsé que par les cellules vivantes (processus nécessitant de l’ATP), il permet donc de 

colorer les tissus morts. Celui-ci étant toxique il sera manipulé avec soin et l’excédent 

récupéré dans la poubelle à produits toxiques.  

Bleu trypan : 0.1% dans du lactoglycérol. 

Lactoglycérol : acide lactique/glycérol (50/50 ; vol/vol) 

II.3. Efficacité de la méthode d’enrobage des graines en termes de 

mycorhization des  plants. 

II.3.1. Conditions expérimentales 
Des graines de sorgho sont enrobées selon le protocole d’enrobage à la pipette décrit 

en II.2.2 avec de l’alginate à 10g/L et environ 50 spores de PSO1 et 50 spores de PSB1 soit 

environ 100 spores d’AMF extraites comme indiqué en II.I.2. Pour assurer une plus grande 



cohésion entre la graine, dont la surface est lisse, et l’enrobage qui n’est pas encore optimisé 

au moment du lancement de l’expérimentation, on scarifie légèrement les graines au papier de 

verre avant stérilisation et enrobage. Les graines ainsi enrobées sont mises à germer sur 

vermiculite sous éclairage en continu pendant quelques jours. En parallèle, des graines de 

sorgho sans enrobage sont placées à germer dans les mêmes conditions. Lorsque plus de 75% 

des plants ont formé leur deuxième feuille (6 jours) les plants sont transplantés en pot, à 

raison de un plant par pot et mis en serre selon 4 modalités décrites en II.4.2. On transplante 

20 plants enrobés, 20 plants non enrobés pour les modalités Inoculation et 10 plants non 

enrobés de plus pour le témoin sans traitement. 

La transplantation se fait dans des pots de 1L avec une toile au fond, reposant sur un 

sur-élévateur dans une soucoupe pleine d’eau pour éviter les fourmis. Les pots sont remplis de 

800g à 1kg d’un mélange de « terre d’ici », récupérée sur le terrain de l’université et tamisée à 

2mm, à laquelle on ajoute 20% de terreau « Agrofino® pot grond 40L univ.». Le tout est 

préalablement autoclavé deux fois 1h à121°C à 24h d'intervalle. 

II.3.2. Modalités 
Quatre modalités sont mises en 

place pour cette expérience : enrobage 

ou inoculation, ajout de phosphate ou 

rien (Tab. 2). Pour cela, une fois les 

plantules transplantées (Fig.11), on 

inocule celles qui n’ont pas été 

enrobées. L’inoculation se fait de la 

manière suivante : après extraction des 

spores (II.1.2.) verser une suspension 

de 5mL contenant 200 spores AMF 

environ autour de la plantule tout juste 

transplantée. 

Par ailleurs, sur la moitié des 

pots inoculés et la moitié des pots dont 

les graines ont été enrobées, on ajoute 

0,663g de phosphore, soit 500 Kg/ ha par pot, un mois après la transplantation, lorsque les 

pieds commencent à être vigoureux. Sur l’autre moitié des pots, on ne réalise aucun apport. 

On obtient ainsi quatre modalités et 10 pots par modalité. Sur les dix derniers pots on ne fait 

ni inoculation ni ajout de phosphate : il s’agit de la modalité témoin R qui permet de vérifier 

que dans aucune étape de l’expérience une mycorhization liée à une contamination n’est 

survenue. L’arrosage automatique est déclenché quotidiennement pendant 2min à 5h et 17h. 

  
Tableau 2 Modalités de l'expérience en serre évaluant l'efficacité de la technique d'enrobage 

 

 

Modalité 

 

Caractéristiques correspondantes 

EP Enrobage des graines avant germination avec 100 spores d’AMF et ajout de 

phosphore (500kg/ha) 1 mois après 

EØ Enrobage des graines avant germination avec 100 spores d’AMF sans ajout de P 

IP Inoculation des graines non enrobées avec 200 spores d’AMF au moment de la 

transplantation et ajout de phosphore (500kg/ha) 1 mois après 

IØ Inoculation des graines non enrobées avec 200 spores d’AMF au moment de la 

transplantation sans ajout de phosphore 

R Aucun apport 

Figure 11 Photos des plantules de sorgho après 

transplantation 
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II.3.3. Taux de mycorhization  
Au bout de trois mois et demi, trois échantillons de racines de sorgho sont prélevés 

dans 5 pots représentatifs de chaque modalité. Seules les radicules et les racines fines sont 

prélevées car elles sont plus susceptibles d’être mycorhizées et plus facilement observables au 

microscope. Les échantillons de racines sont pris à trois endroits différents du système 

racinaire, légèrement en profondeur. Pour chaque pot, les trois échantillons de racines sont 

rassemblés et annotés. Les racines jeunes, bien blanches et épaisses, ne sont pas prélevées 

(couvertes de poils absorbants et non mycorhizées). 

Coloration des mycorhizes 

Les racines sont d’abord débarrassées des particules de terre au moyen d’un rinçage 

abondant à l’eau courante, dans une passoire. Elles sont ensuite placées dans des piluliers 

contenant une solution de KOH à 10% et mises à l’étuve (90°C, 1h). Après les avoir rincées à 

nouveau, sous l’eau courante, égouttées et replacées dans des piluliers, elles sont recouvertes 

d’une solution de bleu de trypan et mises à l’étuve 8 à 10min à 90°C. Elles sont ensuite, une 

fois de plus rincées abondamment et elles sont conservées dans de l’eau distillée avant le 

montage, à 4°C. Cette technique rapide fonctionne pour un grand nombre de plantes-hôtes. 

Montage 

On prélève des segments de racines colorées de quelques centimètres choisis au 

hasard. Pour quantifier les AMF, Kormanik et McGraw (1982) jugent nécessaire l’examen par 

plante de 30 segments racinaires d’une longueur de 1 à 3 cm. Ces segments sont montés 

parallèlement entre lame et lamelle par 10, dans de la glycérine. 

Observation 

Chaque fragment est soigneusement observé, sur toute sa longueur, au microscope, 

grossissements 100 et 400. Il existe plusieurs systèmes d’évaluation de l’importance de la 

colonisation mycorhizienne. On utilise ici le système proposé par Trouvelot et al. (1986). Il 

consiste à noter par classe de 0 à 5 (Fig.12) l’estimation de la proportion de cortex colonisée 

par le symbiote mycorhizien pour chacun des 30 fragments racinaires observés. La présence 

des arbuscules et des vésicules est notée simultanément. On fera bien attention de différencier 

les DSE, champignons ascomycètes anamorphiques de couleur marron. La note de la densité 

du mycélium externe est attribuée de la façon suivante :  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12 Notation du degré de mycorhization des fragments racinaires. L’échelle 

s’étend de 0 (pas de mycorhization) jusqu’à 5 (au moins 90% du fragment est 

mycorhizé) (Trouvelot et al., 1986). 



Intensité globale de la mycorhization  

Le paramètre qui traduit le mieux le degré de mycorhization et le suivant : 

M(%) = (95N5 + 70N4 + 30N3 + 5N2 + N1) / N total 

Dans cette formule, Nn (1 < n < 5) représente le nombre de fragments mycorhizés notés n 

(ex : N4 le nombre de fragments notés 4) et Ntotal le nombre total de fragments observés. 

 

II.4. Stockage de graines enrobées avec des spores d’AMF 
 

Cette expérience consiste à étudier la possibilité de conservation des graines ainsi 

enrobées avec des spores d’AMF dans l’alginate, dans le but d’une production à grande 

échelle. 

II.4.1. Effet du séchage de l’enrobage sur la germination des graines 
Pour connaitre l’effet du séchage de l’enrobage autour de la graine sur le taux de 

germination des graines : 160 graines de Dvi, Cco et Ane sont enrobées. Une moitié est mise 

à germer en boites de Pétri (sur coton) précédemment autoclavé par lot de 20, et l’autre moitié 

est laissée sous la hotte à flux laminaire vertical une nuit pour le séchage de l’enrobage puis 

mise à germer de la même manière. Un suivi de germination est réalisé comme détaillé en 

II.2.4.  

II.4.2. Conditions de stockage 
Une fois enrobées et séchées, 80 graines de Dvi sont mises à germer (4x20 graines), 

les autres sont récupérées et stockées dans des flacons hermétiques selon trois modalités : 

frigo sec 5°C, étuve à température ambiante, étuve à température ambiante avec ajout d’un 

dessiccateur dans le flacon. Tous les mois, quatre répétitions de 20 graines par mode de 

conservation sont mises à germer et au bout de 20 et 25 jours le taux de germination des 

spores est relevé comme détaillé en II.2.4 et II.2.5. 

Lorsque l’enrobage est sec, il est très difficile de colorer les spores encapsulées et 

impossible d’écraser l’alginate entre lame et lamelle. Il est donc nécessaire, au préalable, de le 

dissoudre dans une solution tampon phosphate pH 7,8 (Mjahed, 2009), pendant 10 à 15 min, 

avant de pouvoir procéder aux étapes de coloration (II.2.4.). 

 

II.5. Analyses statistiques des résultats 
Les résultats obtenus sont analysés par traitement statistique sous R. Après vérification 

des conditions d’homoscédasticité et d’égalité ‘des variances du jeu de données étudiées grâce 

au package RVAidememoire, un test ANOVA permet d’attester d’une différence significative 

ou non des résultats. Un test LSD de Fisher est réalisé lorsque le test ANOVA montre une 

différence significative entre les paramètres analysés. Il permet des créer des groupes de 

paramètres dont les résultats sont significativement différents.  
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III. RESULTATS et DISCUSSION 

III.1. Amélioration du protocole d’enrobage 

III.1.1. Influence des différents paramètres sur la qualité de l’enrobage 

Influence de la concentration  sur la qualité de cet enrobage  

On observe que le taux de recouvrement R(%) augmente avec la concentration en 

alginate, et cela pour 3 des 4 espèces étudiées, et ce, de manière significative. Il est compris 

selon les graines entre 40 et 90% pour C10, entre 65 et 95% pour C12,5 et entre 80 et 100% 

pour C15 (Fig. 13). En ce qui concerne Gde, on observe l’effet inverse et aucune différence 

significative entre les concentrations. La solution étant plus visqueuse, les graines ailées 

adhèrent beaucoup plus à la paroi de l’embout de pipette, il devient alors très délicat de les 

enrober. La répartition moyenne des graines dans les catégories 1 à 4 est détaillée en (Annexe 

XXI). 

 
Figure 13 Influence de la concentration de l'alginate (g/L) sur le taux de recouvrement R(%) d’A.neocaledonica, 

D.viscosa, C.comosa, et G.deplancheanum (12,5g/L non réalisé).Test LSD-Fischer. 

 

La concentration la plus intéressante en termes de qualité de l’enrobage est donc 

15g/L, à condition que cette concentration n’entraîne pas une diminution de la germination 

des graines et des spores, comme cela a été constaté pour une concentration en alginate de 

20g/L (Zilliox, 2011). Dans ce cas, une concentration de 12,5g/L d’alginate permet un 

enrobage tout à fait correct pour Ane, Dvi, et Cco. En ce qui concerne Gde, il est impératif de 

trouver une technique plus appropriée : celle-ci est tellement fastidieuse et peu satisfaisante 

que l’enrobage à 12,5g/L d’alginate n’a pu être réalisé.  

Influence du pH de l’EDSA sur la qualité de cet enrobage 

Etant données les difficultés rencontrées lors de l’enrobage à la pipette de Gde, ce 

paramètre n’a pu être testé sur cette espèce. Sur les trois autres, on remarque que plus le pH 

de l’EDSA augmente, plus le taux de recouvrement est important, quel que soit le type de 

graine et ce de manière significative (ANOVA***). En effet R(%) est compris entre 40 et 90 

% à pH EDSA 6,4 pour Ane et Cco respectivement, Dvi se trouvant entre les deux, entre 85 et 
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100% pour pH EDSA 8 (même ordre de graines) et entre 90 et 100% pour pH EDSA 9 

(Fig.14). Donc plus le pH augmente plus l’enrobage est de qualité.  

 

En effet, l’augmentation du pH de l’EDSA permet de contrer l’effet dépolymérisateur 

des processus de stérilisation de l’alginate, notamment l’autoclavage, qui entraine une 

diminution de la viscosité de l’alginate et donc de la force du gel (Daigle & Cotty, 1997 ; Leo 

et al., 1990). Pour Cco l’enrobage est de très bonne qualité dès pH EDSA 7, cependant pour 

Ane et Dvi, il faut aller jusqu’à pH EDSA 8 ou 9 pour avoir un enrobage de qualité. Tout 

comme le résultat précédant, ce résultat est à corréler avec les résultats obtenus en termes de 

germination des graines (III.1.2) et des spores (III.1.3). 

Influence de la méthode  d’enrobage sur la qualité de cet enrobage  

Quel que soit le type de graine 

étudiée, on obtient une différence 

significative du taux de recouvrement 

des graines par l’enrobage (ANOVA 

***) en faveur de la technique 

d’enrobage en gâteau. L’enrobage 

découpé à l’emporte-pièce, en plus 

d’être bien plus rapide et moins 

fastidieux pour le manipulateur que 

l’enrobage à la pipette, permet 

d’obtenir de meilleurs résultats avec 

un R(%) compris entre 90 et 100%, 

par rapport au témoin enrobage à la 

pipette 10g d’alginate /L d’EDS à 

pH6,4 dont le R(%) est compris entre 

40 et 90% selon les graines (Fig. 15).  

 

Bien évidement ce type de manipulation étant à terme vouée à être mécanisée, ces 

résultats n’ont que peu de valeur, mais l’élaboration de cette nouvelle technique permet 

d’obtenir un pourcentage plus élevé d’enrobage de qualité. Ceci pourrait permettre, à l’avenir, 
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Figure 15 Influence de la technique d'enrobage utilisée sur le 

taux de recouvrement R(%) des graines enrobées pour chaque 

type de graine (Dvi, Ane, Cco) 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

pH eds pH 7 pH 7,5 pH 8 pH 9

R(%) 

Influence du pH de l'eau distillée utilisée pour la solution 
d'alginate sur le taux d'enrobage des graines 

Ane

Dvi

Cco

(ab) 

(a) (a) 
(a) 

(b) 

(b) 

(a) 

(b) 

(c) 

(b) 

(a) 
(a) 

(a) 
(a) 

(b) 

Figure 14 Influence du pH de l’eau distillée utilisée pour la solution d’alginate sur le taux 

d'enrobage R(%) d’A.neocaledonica (Ane), D.viscosa (Dvi) et C.comosa (Cco). Test LSD-Fisher 
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d’écarter le biais qu’un faible taux de recouvrement peut engendrer dans les suivis de 

germination, lorsque l’on teste différents paramètres physico-chimiques de l’enrobage 

(Zilliox, 2011), comme on le verra dans la partie III.1.2. Le biais pouvant maintenant aussi 

être écarté en augmentant la concentration et le pH de l’EDSA, cette technique reste 

intéressante pour l’étude de Gde, qui s’enrobe très mal avec la technique « micropipette ». 

Bilan sur la qualité de l’enrobage 

 
Tableau 3 Tableau des résultats des tests ANOVA de l'influence des différents paramètres   

sur le taux de recouvrement R(%) des graines pour A.neocaledonica(Ane), D.viscosa (Dvi),  

C.comosa (Cco) et G.deplancheanum (Gde) 

On remarque 

qu’il est assez facile 

d’améliorer la qualité 

de l’enrobage pour Dvi, 

Ane et Cco, en 

augmentant la 

concentration ou le pH 

de l’EDS utilisée pour 

la solution d’alginate, 

puisqu’ils donnent des 

résultats très significatifs (Tab.3). Ceux-ci ayant été étudiés indépendamment les uns des 

autres, il serait intéressant de tester un enrobage à 12,5g/L d’alginate en utilisant un pH de 

l’eau distillée ajusté à 7, 8 ou 9. En ce qui concerne Gde, la technique d’enrobage à la pipette 

est peu adaptée mais un enrobage en gâteau donne des résultats très intéressants. Si cette 

technique ressemble plus à une recette de cuisine qu’à un vrai protocole d’enrobage, les 

résultats n’en sont pas moins satisfaisants. Bien sûr il ne faut pas perdre de vu l’objectif final 

d’enrobage mécanisé et évaluer les possibilités de mécanisation de chacune de ces méthodes. 

Il s’agit d’une étape qui nécessitera certainement quelques ajustements supplémentaires de la 

solution d’alginate. Par ailleurs, la décision d’utiliser tel ou tel pH, ou tel ou tel concentration, 

dépend de l’influence de ces paramètres sur la germination des graines et des spores. 

 

III.1.2. Influence des différents paramètres sur la germination des graines 
Quel que soit le type d’enrobage étudié aucune graine de Gde n’a germée (i.e. on a 

obtenu un taux de germination de 0% sur les modalités enrobées et seulement 12% sur la 

modalité témoin sans enrobage). Nous ne pourrons donc pas présenter de résultats de 

germination de cette graine.  

 Ane Dvi Cco Gde 

Concentration 

de l’alginate 

0.000156 

*** 

7.22e-06 

*** 

0.000153 

*** 

0.109 

pH de la 

solution 

d’alginate 

9.77e-11 

*** 

3.29e-05 

*** 

2.62e-07 

*** 

NA 

Méthode 

d’enrobage 

0.00293 

** 

0.0315 

* 

0.000458 

*** 

3.17e-05 

*** 



Influence de la concentration  de l'alginate sur la germination des graines  

 

 

Pour Cco (Fig.16 c), on obtient de même une diminution du taux de germination 

(ANOVA 0.0117 avec l’enrobage à15g/L : 38% de germination. Cependant à 10g/L le taux de 

germination équivaut à celui sans enrobage à 45%. 

Enfin pour Ane (Fig.16 b), on obtient le même cas de figure que pour Cco. Plus la 

concentration de l’alginate est forte plus le taux de germination est faible. L’enrobage à 10g/L 

présente un taux de germination des graines égal au témoin et celui à 15g/L une diminution de  

10%. Aucune différence significative révélée par l’ANOVA du fait d’écart-type trop 

important.  

 

Des tests à 12,5g/L, ont été réalisés sur un deuxième lot de graine (Ane2, Cco2, Dvi2 

et Gde2 Tab.4). Des taux de germination beaucoup plus élevés ont étés constatés (entre 55 et 

60%). Ainsi trois hypothèses permettraient d’expliquer ce phénomène : avec l’expérience des 

manipulations le taux de contamination des boites s’est réduit de beaucoup, ou bien le lot 

utilisé pour ce dernier paramètre était de meilleure qualité, ou encore la concentration 12,5g/L 

favorise la germination. La dernière hypothèse parait la moins plausible puisque les 

concentrations 10 et 15 g/L d’alginate ont un effet contraire et l’alginate garde des propriétés 

physico-chimiques équivalentes pour de telles concentrations. Le taux de viabilité obtenu, 

plus fort sur le second lot quelles que soient les graines, confirme l’hypothèse d’un lot 

meilleur. 
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Figure 16 Influence de la concentration de l'enrobage en 

alginate (g/L) sur la germination (%) des graines D.viscosa (a), 

A. neocaledonica (b), C. comosa (c). La légende du graphique 

(c) vaut pour (a) et (b). 

Si on regarde le témoin et les 

concentrations 10 et 15g/L d’alginate 

qui ont été réalisés sur le même lot, 

on remarque que chaque espèce 

réagie un différemment aux 

différentes concentrations.  

Pour Dvi (Fig.16 a), quelle 

que soit la concentration de 

l’enrobage testée, on observe une 

diminution significative (ANOVA, 

0.0234 *) du taux de germination 

final par deux par rapport au témoin 

sans enrobage. On passe en effet de 

40% de germination à 20%.  
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Tableau 4 Taux de germination (%) SIRAS , taux de germination obtenu (%) et taux de viabilité obtenu (%) des lots 

de graine d’A.neocaledonica (Ane), G.deplancheanum (Gde), C.comosa (Cco) et D.viscosa (Dvi). 

Graine

/lot 

Date de 

récolte 

Date du taux de 

germination 

Taux de 

germination 

SIRAS (%) 

Taux de 

germination 

témoin obtenu 

Taux de 

viabilité 

% 

Ane 1 28/02/12 02/06/12 0 18 50 

Ane 2 - - - - 78,75 

Gde 1 - - - 0 41 

Gde 2 - - 21 0 62,5 

Cco 1 21/02/12 21/02/12 63 33 90 

Cco 2 17 /01/12 02/06/12 55,5 - 95 

Dvi 1 24/06/10 06/12/12 30 42 62,5 

Dvi 2 05/03/10 06/06/11  67,8 - 76,25 

Le Tableau  4 montre bien l’importance des conditions de stockage des graines (IAC, 

2010). En effet, il semble que l’enrobage affaiblit la graine, et d’autant plus si le taux de 

germination ou de viabilité d’origine du lot de graine est faible. C’est donc pour cette raison 

que l’on obtient les résultats les plus intéressants à 12,5 g/L d’alginate. Si l’on compare le 

taux de germination des graines à 12,5g/L et le taux de viabilité du lot utilisé, on remarque 

une faible diminution, 15 à 20%, pour Dvi et Cco. Cette diminution est légèrement plus 

importante pour Ane (23%). 

Influence du pH de l’eau distillée stériles (EDS) utilisée pour la solution 

d’alginate sur la germination des graines  

 

0

20

40

60

80

0 10 20 30 40

Ta
u

x 
d

e
 g

e
rm

in
at

io
n

 %
 

Jours 

Ane 

0

10

20

30

40

50

60

70

1 11 21 31 41

Ta
u

x 
d

e
 g

e
rm

in
at

io
n

 %
  

jours 

Dvi 

0

10

20

30

40

50

60

70

1 11 21 31 41

Ta
u

x 
d

e
 g

e
rm

in
at

io
n

 %
 

Jours 

Cco 

pH7

pH7,5

pH8

pH9

pH EDS

Figure 17 Influence du pH de l'EDSA sur le taux de germination 

(%) des graines de D.viscosa (a), A. neocaledonica (b) et C.comosa 

(c). La légende en (c) vaut pour (a) et (b). 

On modifie ici le pH de 

l’EDS (eau distillée stérile) utilisée 

pour la solution d’alginate qui vaut 

initialement 6,4. Comme pour la 

concentration, les espèces réagissent 

de manières un peu différentes selon 

les modalités. Pour Cco, les 

meilleurs taux de germination, 56%, 

sont observés pour les pH 7 et 7,5, 

suivi de près, 51%, par le pH 6,4 et 

pH 8. On remarque que à pH 9, le 

taux de germination est bien 

moindre, 44% (Fig.17c). On peut 

donc dire qu’il n’est pas conseillé  
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(c) 



d’utiliser des pH supérieurs à 8 pour l’enrobage : cela inhibe la germination. 

Pour Dvi, on obtient un meilleur taux de germination à pH 8 : 56%. Pour les pH 6,4 et 

pH 9 les taux de germination sont très diminués et ne dépassent pas les 20%. A pH 7 et 7,5 les 

taux sont compris entre 30 et 40%(Fig.17a).  

Contrairement aux deux autres graines, Ane présente le meilleur taux de germination à 

pH 9 et 8, 70%, tandis que les pH 7 et 7,5 donnent des résultats proches de l’enrobage à l’eau 

distillé : entre 55 et 60% (Fig.17b). 

On obtient globalement les meilleurs taux de germination lorsque le pH a été ajusté à 

8. Le pH 9 semble avoir un impact négatif sur la germination mais les résultats sur Ane ne 

confirment pas l’hypothèse. Cela montre que chaque espèce a sa propre physiologie qu’il est 

nécessaire de prendre en compte : on ne peut pas généraliser un pH pour toutes les espèces. 

Par ailleurs on remarque que ces taux de germination  sont meilleurs que ceux obtenus 

lors de l’expérience sur les concentrations de l’enrobage en alginate. Cela confirme 

l’hypothèse de la qualité médiocre du premier lot de graines fourni. 

Influence de la méthode  sur la germination des graines  

Aucun suivi de germination n’a été effectué pour voir l’impact de la technique 

d’enrobage sur le taux de germination des graines. S’il est vrai que, selon la technique, 

l’enrobage est plus ou moins épais autour de la graine, ce phénomène n’a pas été quantifié ni 

qualifié. On peut juste observer que l’enrobage en « gâteau » permet d’obtenir un enrobage en 

forme de rondelle (ou d’une autre forme selon le découpage effectué mais plat) dont 

l’épaisseur peut être très proche de l’épaisseur de la graine ce qui pourrait alors réduire au 

maximum l’effet barrière physico-chimique de l’enrobage (Fig.18b). Avec la technique 

d’enrobage à la pipette, l’épaisseur de l’enrobage autour de la graine dépend énormément de 

la taille de coupe de l’embout, de la manipulation, de la viscosité de l’alginate et de la graine 

(poids, forme, densité, …). Par exemple, si elle a tendance à couler dans l’alginate avant 

précipitation, la graine sera décentrée dans l’enrobage, comme on peut l’observer avec Dvi et 

si elle y stagne, la graine aura tendance à être plus centré (Fig.18a). Bien que cela, varie 

évidemment d’une graine à l’autre selon la concentration utilisée et de la forme de la graine. 

Bilan sur la germination des graines  

L’augmentation du pH de l’EDSA entraine une amélioration significative de la qualité 

de l’enrobage avec un R(%) maximal pour pH EDSA de 9. Cependant pour certaines graines 

(Dvi et Cco) des pH trop importants, respectivement 8 et 9 peuvent entrainer une baisse de la 

germination tandis que les autres pH de l’EDSA testés entrainent une augmentation du taux 

de germination par rapport au pH de l’EDS (6,4). Ce résultat peut s’expliquer par la 

(a) 

Figure 18 Photos de graines fraichement enrobées. Comparaison de deux concentrations d'enrobage 

sur D.viscosa (a) et comparaison de deux techniques sur G.deplancheanum (b). 

4 mm 5 mm (a) (b) 
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physiologie de la graine. Il est aussi possible que l’augmentation du pH de l’EDSA entraine 

une résistivité mécanique plus importante de l’enrobage, entrainant une diminution du taux de 

germination (Zilliox, 2011)  

 

III.1.3. Influence des différents paramètres sur la germination des spores 

Influence de la concentration  

sur la germination des spores  

L’encapsulation des spores 

dans l’alginate entraine une 

diminution presque par deux du 

taux de germination des spores 

d’AMF. On passe de 22% de 

germination à 12% (Fig.19). 

Cependant le taux de germination 

varie très peu entre l’enrobage à 

15g/L et 10g/L. On en déduit que 

l’enrobage d’alginate a bien un 

impact négatif sur la germination 

des spores d’AMF, quelle que soit 

la concentration de la solution. Le taux de germination des spores encapsulées dans une 

concentration de 12,5 g/L d’alginate n’a pu être mesuré, cependant on imagine aisément que 

le résultat devrait se trouver entre 10 et 15 %, une hypothèse à valider ultérieurement. 

Influence du pH de l’eau distillée utilisée sur la germination des spores  

Comme pour la 

concentration, l’enrobage entraine 

une diminution de la germination 

des spores au moins de moitié, 

selon les pH étudiés, par rapport 

au témoin réalisé sur membrane 

millipore. On remarque que pour 

une encapsulation des spores dans 

une solution d’alginate réalisée 

avec de l’EDS à pH 6,4 et  jusqu’à 

pH 7,5, le taux de germination des 

spores est autour de 9 - 12% 

(Fig.20). Au-delà de pH 7,5, il 

diminue fortement à 5 % pour pH 

8 et 3% pour pH 9. On en déduit 

qu’à partir de 8, le pH de l’EDS 

utilisée pour la solution d’alginate 

influe trop négativement sur les taux de germination des spores pour donner un enrobage 

intéressant. Le meilleur pH de l’EDS utilisée pour la solution d’alginate serait donc pH 7,5 

pour l’encapsulation des spores. 
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Figure 19 Influence de la concentration de l'enrobage sur le taux (%) 

de germination des spores d’AMF 25jours après encapsulation et 

témoin sur membrane millipore. 
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Figure 20 Influence du pH de l'EDSA sur le taux de germination (%) 

des spores d'AMF 25 jours après encapsulation et témoin sur 

membrane millipore. 



Influence de la méthode  sur la germination des spores  

Le type d’enrobage ne jouant que sur l’épaisseur de l’enrobage, et en rien sur les 

propriétés physico-chimiques de celui-ci, il n’impacter que faiblement le taux de germination 

des spores. L’épaisseur de l’enrobage pourrait éventuellement influencer la rapidité de 

libération des spores du fait d’une dégradation plus lente (Mjahed, 2009). Cependant les 

spores d’AMF sont des bonnes structures de conservation et peuvent rester viables plusieurs 

années si les conditions sont optimales (Amir et Ducousso, 2010). 

Bilan sur la germination des spores  

Globalement l’encapsulation des spores dans l’alginate entraine une diminution de la 

germination des spores par rapport au témoin sur membrane millipore. Cependant, 

l’augmentation de la concentration de la solution d’alginate ne semble pas entrainer une 

diminution plus forte de la germination des spores. Par ailleurs, pH 7,5 semble être le pH de 

l’EDS utilisé pour la solution d’alginate où le taux de germination des spores est le plus 

important. 

 

Conclusion de l’étude des différents paramètres sur l’enrobage 
 

Au vu des résultats de germination des graines et des spores on ne peut que conseiller 

d’utiliser de l’EDS à pH 7,5 pour la solution d’alginate. C’est en effet à ce pH que les taux de 

germination des spores et des graines sont globalement les meilleurs. De plus, à  pH EDSA 

7,5 les taux de recouvrement R(%) des graines sont satisfaisants et nettement améliorés par 

rapport à pH EDSA 6,4 sauf peut être légèrement insuffisant pour Ane dont la germination 

semble stimulée par des pH basiques (8 et 9). Par ailleurs, les résultats de taux de germination 

des graines étant peu concluant pour l’expérience sur les concentrations de l’enrobage (du fait 

d’un lot de graines probablement mal conservé), il est difficile de dire quelle concentration 

serait la plus intéressante. Cependant les résultats de germination des graines enrobées à une 

concentration C 12,5g/L d’alginate sont assez satisfaisants puisqu’on va jusqu’à 50% à 60% 

pour Dvi, Ane et Cco. Il faudrait reprendre l’expérience vérifiant l’influence de la 

concentration sur le taux de germination des graines pour être sûr de l’impact de ce facteur. 

En attendant, l’enrobage le plus satisfaisant et intéressant semble être un enrobage fait à la 

pipette avec une solution d’alginate concentrée à 12,5g/L  préparée avec de l’EDS dont le pH 

aura préalablement été ajusté à 7,5. 

 

Par ailleurs, il a été mis en évidence que la maturation des billes d’alginate dans le 

CaCL2 est un processus lent qui atteint son équilibre au bout de 15h (Velings & Mestdagh, 

1995). Or dans le protocole d’enrobage utilisé, l’alginate n’est en contact que 5min avec cette 

solution. Ce temps permet la gélification de l’alginate puisque les résultats obtenus sont très 

satisfaisants. Cependant, il serait intéressant d’étudier l’influence du temps de contact de 

l’alginate dans le CaCL2 sur la qualité de l’enrobage et surtout sur sa résistivité mécanique. 

En effet, deux points restent à clarifier maintenant que le protocole d’enrobage, optimisé avec 

un pH d’EDSA de 7,5 et une concentration en Alginate de 12,5 g/L, permet un taux de 

recouvrement supérieur à 75% en moyenne. Tout d’abord l’enrobage résiste-t-il à l’action 

mécanique qu’exerce un hydroseedeur (ensemencement par propulsion hydraulique)? Ensuite, 

le second point concerne la solubilité de l’alginate. En effet, on sait que l’alginate n’est ni 

hydro- ni thermo-soluble cependant il se dissout par déplacement des ions Ca
2+

 en présence 

d’agent chélateur comme l’EDTA, de forte concentration en Na
+
 et Mg

2+
 ou encore de 

tampon phosphate (Mjahed, 2009). Il est indispensable que le mélange mulch/amendement 

contenu dans la cuve de l’hydroseedeur ne dissolve pas l’enrobage. Il faudra aussi vérifier que 
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la concentration d’apport en P optimale pour la mycorhization déterminée par les expériences 

du LIVE soit compatible avec la technique d’enrobage des graines avec des spores d’AMF. 

III.2. Efficacité de la technique d’enrobage avec spores d’AMF de 

graines par rapport à la technique d’inoculation classique. 
 

Travaillant sur du 

matériel végétal et du fait des 

contraintes de temps, cette 

expérience a été lancée en 

parallèle des expériences 

d’amélioration de l’enrobage. 

C’est pour cette raison que 

l’on a utilisé le protocole de 

base d’enrobage des graines 

(à l’alginate 10g/L d’EDS 

dont le pH n’a pas été 

modifié).  

Les taux de 

mycorhization évalués sur 

chacune des modalités, 

révèlent une différence 

significative (ANOVA, 

1.01e-05 ***) entre les modalités « ajout de Phosphore » et « pas d’ajout de Phosphore ». 

Cependant, aucune différence significative n’a été observée entre les modalités 

« inoculation » et « enrobage ». En effet, un test LSD différencie deux groupes : a = (E,I) et b 

= (IP,EP,R). On observe un taux de mycorhization d’environ 40% pour le groupe a et compris 

entre 0 et 10% pour le groupe b (Fig.21). 

 

Le fait que le taux de mycorhization soit faible dans les modalités « Ajout de 

phosphore » s’explique probablement par le fait que les sorghos ont été plantés dans de la 

terre du terrain de l’université dont la composition en P total s’élève à 771 mg/kg ; elles est 

mélangée à 20% avec de terreau comportant aussi du P. Ainsi, la plante s’approvisionnant 

suffisamment en P par voie directe, ne gagnerait rien à travers la symbiose avec les AMF, qui 

ne se développent donc pas ou peu (Amijee et al., 1989). Sur une période plus longue, il serait 

fort intéressant de réaliser cette même expérience sur des plantes de maquis minier utilisées 

en revégétalisation et dont l’enrobage est maintenant mieux maitrisé sur de la terre rouge des 

terrains miniers, carencée en phosphore. En effet, d’autres expériences menées au laboratoire 

du LIVE visent à déterminer les apports en Phosphore pour optimiser le taux de 

mycorhization des plants (Lagrange, 2010), il serait donc encore plus intéressant de faire cette 

expérience sur les plantes déjà étudiées et dont on a trouvé les apports nécessaires optimaux 

pour la mycorhization.  

 

On remarque, par ailleurs, que le taux moyen de mycorhization est légèrement 

supérieur dans la modalité « Enrobage » que dans la modalité « Inoculation » alors qu’on 

avait mis dans cette modalité deux fois plus de spores d’AMF pour contrer le phénomène de 

lessivage des spores par l’irrigation (Fig.21). Cela s’explique par la distance spores-racines 

plus importantes dans la modalité I par rapport à E. Ainsi l’intervalle de temps entre 
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Figure 21 Taux de mycorhization M(%) des plants de sorgho enrobés avec 

spores d'AMF (E), inoculés avec spores d'AMF (I), enrobés avec ajout de 

phosphore dans le pot (EP), inoculés avec ajout de phosphore dans le pot (IP) 

et sans apport de Phosphore ni de spores (R témoin). Test LSD-Fisher 

M(%) 



l’inoculation, du moment où les conditions sont favorables à la germination des spores, et le 

délai avant l’apparition des racines colonisables par les mycorhizes ou la distance à parcourir 

par ces racines pour être mycorhizé, est très susceptible de réduire la capacité des AMF à 

établir la symbiose. Cette effet est variable en fonction des espèces de Glomus utilisées (Estau 

et al., 2007).  

Il est déjà très satisfaisant de voir que les taux de mycorhization sont équivalents dans 

les modalités E et I, puisque cela prouve l’efficacité de la technique. Cependant, grâce aux 

améliorations apportées à la technique d’enrobage en III.1., il est peut être possible d’obtenir 

une différence significative entre ces deux modalités en faveur de l’enrobage. Bien 

évidemment il est indispensable de mesurer l’efficacité de cette technique in situ par 

hydroseeding. Si l’enrobage résiste mécaniquement à l’hydroseeding, il y a de grandes 

chances que les taux de mycorhization soient d’autant plus significatifs puisque l’inoculum 

sera directement sur la graine au moment de la germination (Bashan and Gonzalez 1999, 

Bashan et al. 2002) 

 

Maintenant que la technique d’enrobage de graines avec des spores d’AMF donne des 

résultats intéressants et montre une certaine efficacité, on peut tenter d’étendre la technique à 

d’autres micro-organismes bénéfiques. En effet, Bashan et al. (2002) ont obtenu des résultats 

intéressants d’inoculation en appliquant la technique d’encapsulation à des bactéries PGPB et 

l’association bactéries-mycorhizes et encapsuler directement des spores d’AMF et des 

bactéries PGPB permettrait d’obtenir des résultats d’autant plus intéressants (Vassilev et al., 

2001). Des travaux sont en effet en cours au LIVE sur les bactéries PGPR intervenant dans la 

dissolution du phosphore et leur association avec les AMF sont prometteuse. A plus long 

termes, la composition en strigolactones des exsudats racinaires des plantes est un des facteurs 

déterminant la préférence manifestée par certains champignons MA pour certaines plantes 

hôtes, ce sont des facteurs de stimulation symbiotique (Yoneyama et al., 2008 ; Gomez-

Roldan, 2008 ; Declerck et al., 1996). Ainsi, en ajoutant ce type de flavonoïdes dans 

l’enrobage, on pourrait favoriser la symbiose et augmenter les taux de mycorhization, et 

l’adaptation des plantes de revégétalisation sur sols UMF. 

Par ailleurs, il serait intéressant de comparer ces résultats à une autre technique 

d’enrobage qui se fait par production de microbilles d’alginate de 100 à 200 µm de diamètre 

encapsulant l’inoculum et collées à la graine par une solution d’alcool diluée à 1% dans de la 

lécithine ou avec du papier synthétique adhésif à 0.5% (Resistol) après obtention d’un poudre 

par séchage des microbilles (Annexe XXII) (Bashan et al., 2002). 

 

III.3. Stockage des graines enrobées : premiers résultats 
 

Comme on a pu le voir en III.1.2., 

les méthodes de conservation des graines 

sont essentielles si l’on veut obtenir des 

taux de germination intéressants sur les 

chantiers de revégétalisation (comme en 

boite de Pétri).  

III.3.1. Séchage de l’enrobage 
L’expérience réalisée en serre sur 

sorgho a montré que l’enrobage sèche 

autour de la graine si celle-ci ne trempe pas Figure 22 Photos d'enrobage frais (a) et sec (b) 

sur Dvi 

(b) 

(a) 
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dans l’eau et ceci sans gêner la germination de la graine ni la mycorhization du plan. Pour 

évaluer les possibilités de séchage de l’enrobage pour sa conservation (Fig.22ab) nous avons 

donc étudié l’impact de cette étape sur la germination des graines. Aucune différence 

significative (ANOVA) n’est observée entre la modalité enrobage frais (D) et la modalité 

enrobage sec (S) pour Ane, Cco et Dvi (Fig.23ab). Cependant, les écart-types étant assez 

grands (lot n°1 utilisé), une étude plus approfondie serait à faire. Les taux de germination sur 

Gde étant très faibles nous n’avons pas testé ce paramètre dessus.  

  

Néanmoins, ces résultats concordent avec ceux indiqués par Bashan et al. (2002) : les 

billes d’alginate pour l’encapsulation de microorganismes peuvent être utilisées fraiches ou 

sèches sans impact sur les micro-organismes encapsulés. Cette étape vérifiée, nous avons pu 

lancer les essais de conservation. En effet la manipulation et le conditionnement des graines 

ainsi enrobées est plus facile. 

III.3.2. Conservation des graines enrobées 

Conservation du potentiel germinatif des graines   
Tableau 5 Influence du temps (mois) et des modalités de conservation  

(T° ambiante (TAmb), T° ambiante avec dessiccateur (Dessic) et  

froid sec 5°C (5°C)), sur la germination des graines de D.viscosa  

dont l'enrobage avec des spores d’AMF a été séché. tn = t0+n (mois). 

Taux de germination 
moyen final (%)  
et écart-type  

t0 t1 t2 t3 

Tamb 36 40 39 49 
ecart-type  Tamb 2,5 8,2 4,8 8,5 
Dessic 36 43 29 33 
ecart-type Dessic 2,5 12 14 13 
5°C 36 36 33 31 
ecart-type 5°C 2,5 4,8 8,7 11 

 

Il semblerait, sans différence significative, que la conservation au froid sec et avec un 

dessiccateur entrainerait une diminution progressive du taux de germination de Dvi. Par 

ailleurs, à t3, on observe un taux de germination supérieur à t0 : 49% pour la modalité TA. Il 

est possible que dans ces conditions la germination des spores d’AMF ait favorisé la 

germination des graines. Cette hypothèse reste à confirmer puisqu’aucune différence 

0

20

40

60

80

0 20 40

Ta
u

x 
d

e
 g

e
rm

in
at

io
n

 %
 

jours 

Ane 

Figure 23 Suivi de l’influence du séchage de l'enrobage sur le taux de germination de A.neocaledonica (a) et D.viscosa 

(b). D= enrobage frais, S=enrobage sec. La légende de (b) est valable pour (a). 
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Aucune différence 

significative (ANOVA, P-

value=0.469) n’est observée entre 

les taux de germination des 

graines de Dvi après un et deux 

mois et trois mois de conservation 

quelle que soit la modalité de 

conservation (Tab.5). Après deux 

mois de conservation les taux de 

germination des graines sont 

autour de 30 à 40%, donc très 

proche du taux de germination à 

t0. 



significative n’est observée, cependant les taux de germination des spores (paragraphe 

suivant) semble aller dans ce sens. 

Conservation du potentiel germinatif des spores  

On remarque que la conservation des graines enrobées en présence d’un dessiccateur 

entraine une diminution significative (ANOVA) du taux de germination des spores par 

rapport à la conservation à la température 

ambiante seul. Après conservation un 

mois au froid sec, on obtient un taux de 

germination moyen de 10%, équivalent à 

celui obtenu après conservation à 

température ambiante (Fig.24). Ce taux est 

très proche de celui observé à un T0 en 

III.1.3. Cependant l’écart-type de la 

modalité 5°C est énorme du fait, 

probablement, d’une surestimation ou 

sous-estimation du nombre de spores 

germées. En effet, la lecture 

habituellement délicate par la présence de 

résidus du sol et quelques contaminations, 

est particulièrement difficile à 5°C du fait 

d’un développement important de contaminations par des champignons saprophytiques. Cela 

est confirmé au temps T2, puisqu’il est absolument impossible de lire les lames dont 

l’enrobage a été conservé à 5°C tellement il y est contaminé par un autre champignon : 

Rhizopus sp. du groupe des Mucorales se colorant aussi en bleu lors de la coloration au bleu 

de trypan.  

Pour la modalité Tamb, on obtient, au temps T2, un taux de germination des spores 

légèrement plus important qu’au temps T1 : 13%. Il est possible que les spores d’AMF aient 

commencées à germer lors de la conservation. Soit l’enrobage ne diminue pas le taux de 

germination mais ralenti seulement la germination du fait d’une libération progressive 

(Mjahed, 2009). Soit, comme expliqué pour la modalité 5°C les contaminations trop 

développées gênent la lecture. Il faudrait donc faire l’expérience sur des spores encapsulées 

dans des billes d’alginate sans les graines, qui sont, malgré la stérilisation, les premiers 

importateurs de contaminations (Zilliox, 2011). Il n’aura malheureusement pas été possible, 

dans le temps imparti par le stage, d’obtenir les résultats du temps T3. Il est donc trop tôt pour 

donner les conditions qui permettent une meilleure conservation, cependant il semble que la 

présence d’un dessiccateur puisse avoir un impact négatif sur la conservation des spores dans 

l’alginate. 
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Figure 24 Influence des modalités de conservation (T° 

ambiante TA, T° ambiante avec dessiccateur dessic, froid sec 

5°C) sur le taux de germination des spores (%) à TI : 1 mois 

de conservation 25jours après mise à germination des graines. 
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Conclusion 

Lors des différentes expériences réalisées, il a été mis en évidence qu’en augmentant 

le pH de l’EDS utilisée pour la solution d’alginate à 7,5, on obtient un enrobage de meilleure 

qualité et une augmentation légère du taux de germination des graines d’espèces étudiées. Il 

serait possible d’utiliser des pH supérieurs pour obtenir une qualité d’enrobage encore 

meilleure, mais il semble que certaines espèces végétales soient sensibles à ce paramètre. 

Ainsi, pour A.neocaledonica et D.viscosa, un pH de l’EDS utilisée pour la solution d’alginate 

à 8 donnerait un taux de germination encore plus intéressant, contrairement à C.comosa. De 

plus, le taux de germination des spores dans l’alginate est stable par rapport à la concentration 

de l’alginate mais semble diminuer sensiblement avec l’augmentation de pH à partir de pH 8. 

En terme de concentration en alginate, 10g/L est trop faible pour réaliser un enrobage de 

qualité (recouvrant suffisamment de la surface de la graine pour ne pas se détacher lors de 

l’étape d’ensemencement hydraulique). La concentration 12,5g/L donne de bons résultats de 

recouvrement et de germination des graines, cependant il est essentiel à ce stade de refaire un 

test pour la concentration en alginate de 15g/L avec un lot de graine de qualité. 

Il serait bon à l’avenir, en plus d’étudier le taux de germination des graines et des 

spores dans l’alginate, d’étudier le développement des plantules sur sols ultramafiques et leur 

taux de mycorhization en fonction des enrobages. En effet, le taux de germination des spores 

étant un exercice lourd et difficile du fait des contaminations des gels d’alginate, ces mesures 

permettraient de mieux appréhender l’impact réel de la technique et les faibles taux de 

germination des graines peuvent être compensés par une meilleure résistance des plantules 

aux stress. 

Par ailleurs, il a été prouvé que cette technique d’enrobage permet d’obtenir un taux de 

mycorhization égal à la technique d’inoculation lorsque celle-ci est effectuée avec une 

quantité d’inoculum deux fois supérieure. Avec les améliorations apportées, ce taux pourrait 

être bien supérieur, en particulier dans le cas de projection hydraulique (hydroseeding). De 

plus, il est tout à fait possible de conserver ces graines enrobées avec spores d’AMF lorsque 

l’enrobage est sec : cette étape ne diminue pas le taux de germination des graines cependant 

les conditions optimales de stockage restent encore à déterminer.  

La technique d’enrobage ainsi améliorée présente un intérêt de taille malgré quelques 

mises au point encore nécessaires, notamment pour la mécanisation. Inclure à cet enrobage 

des bactéries PGPR et des flavonoïdes, facteurs de la stimulation symbiotique, permettrait 

d’obtenir des résultats probablement plus significatifs. 

 Cependant,  le stockage des graines est une étape des plus importantes. En 

effet, on a pu remarquer l’absence de résultats pour G.deplancheanum, dont le taux de 

viabilité était trop faible, et des résultats variables selon le lot de graines. Cette étape est donc 

primordiale pour la réussite d’un chantier de revégétalisation et l’enrobage avec spores 

d’AMF ne permettra pas d’augmenter les taux de germination d’un lot mal conservé. Il est 

possible cependant que la technique permette une meilleure adaptabilité et résistance des 

plantules une fois germées puisque la mycorhization leur confère une meilleure résistance aux 

stress hydriques et métalliques en agissant sur les voies de captation et de stockage des 

métaux, très présent dans les sols des terrains miniers.  
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Annexe I : La Nouvelle-Calédonie : localisation et répartition des 

sols ultramafiques 

 
  

A 

B 

A : Localisation de la NC (http://planetantilles.com/index.php5?IdPage=1252236674) 

B : Répartition des substrats ultrabasiques en NC (http://jso.revues.org/4052) 

http://planetantilles.com/index.php5?IdPage=1252236674
http://jso.revues.org/4052
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Annexe II : Les verses à stériles latéritiques 
 

 

  

A : Coupe d’une verse à stériles latéritiques (L’huiller et al., 2010) 

A 



Annexe III : Les cicatrices laissées par les exploitations minières 

dans le paysage 
 

 

  

A Baie de Plum (Sebastien Mérion/ Tikikawa.com) 

B Goro Nickel (photostp.free.fr) 

C Ancienne mine (eplp.asso.nc) 

A B 

C 
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Annexe IV : Le climat de Nouvelle-Calédonie 
La Nouvelle-Calédonie est située dans la zone intertropicale. Très isolée 

géographiquement et soumise au courant des alizés, elle bénéficie d'un climat relativement 

tempéré, que l'on peut qualifier de "tropical océanique". La variation annuelle de la position 

de la ceinture anticyclonique subtropicale et des basses pressions intertropicales détermine 

deux saisons principales séparées par deux intersaisons : 

- la saison chaude et humide de mi-novembre à mi-avril : dite "saison des cyclones". 

Des dépressions se forment et évoluent parfois en cyclones tropicaux qui affectent 

fréquemment le territoire et conduisent à de fortes pluies. 

- la saison de transition de mi-avril à mi-mai : les perturbations tropicales sont rares, 

la pluviosité diminue et la température décroît sensiblement.  

- la saison fraîche de mi-mai à mi-septembre : la température de l’air passe par son 

minimum annuel. 

- la saison sèche de mi-septembre à mi-novembre : la température de l'air augmente 

progressivement, tandis que la pluviosité est à son minimum annuel. L'alizé souffle 

en quasi permanence. C'est la période la plus belle de l'année, mais aussi la plus 

sèche. 

 

Les irrégularités de climat peuvent être nombreuses et la pluviométrie est dépendante 

des pluies cycloniques et des dépressions tropicales qui varient d’une année sur l’autre, ainsi 

que des régimes ENSO (El Niño Southern Oscillation) (Mathieu, 2002). 

 

   

Température et pluviométrie moyennes annuelles de Nouvelle-Calédonie (Météo 

France)  



Annexe V : Répartition des formations végétales de Nouvelle-

Calédonie 
 

 
  Les formations végétales de Nouvelle-Calédonie : en rouge les maquis miniers 

(http://www.sco.asso.nc/sco/geographie.php) 

 

http://www.sco.asso.nc/sco/geographie.php


Enrobage de graines avec spores d’AMF  2012

 

61 

 

Annexe VI : Extrait du code minier 
 

  

Extrait du code minier Article Lp. 112-18 (www.juridoc.gouv.nc) 



Annexe VII : Les espèces invasives de Nouvelle-Calédonie suite à 

des essais de revégétalisation 
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Tableau récapitulatif montrant les taxons, leur rang d’impact, leur date estimée 

d’introduction ainsi que des notes concernant la gestion. Les espèces mentionnées en 

orange sont à considérer en priorité. Le I-Rank correspond au « rang d’impact », plus il est 

fort plus l’impact est fort (Hequet et al., 2009). 



Annexe VIII : L’hydroseeding 
 

  

A image publicitaire SIRAS. (www.SIRAS.nc vue le 24/05/12) 

B Photo d’ensemencement hydraulique sur pente rude. (www.vegeland.com vue le 03/04/12) 

 

Aujourd’hui, de nombreuse société spécialisées (SIRAS, SATAR, HYDROGREEN)dans la revégétalisation 
utilisent le système d’ensemencement hydraulique encore appelé « hydroseeding ». Cette technique consiste 
à propulser sur le terrain à végétaliser un complexe composé d’eau, de graines, de fertilisation organique ou 
minérale et d’éléments structurants, à l’aide d’un hydrosemoir de plusieurs milliers de litres,  

Cette technique est adaptée aussi bien : 

- à la réalisation d’engazonnements et de pelouses 

- à la stabilisation et à la protection contre l’érosion de talus 

A 

B 

http://www.siras.nc/
http://www.vegeland.com/
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Annexe IX : Les champignons mycorhiziens 
 

 

  

A : Les différents groupes de champignons mycorhiziens en fonction du type de relation 

avec la plante et des structures observés. Ce rapport concerne le groupe des AMF. 

(http://archimede.bibl.ulaval.caarchimede/fichier/22964/22964002.jpg) 

B : Les différentes structures d’AMF (Vogelsang et al., 2004) 

A 

B 



Annexe X : Les interactions champignons mycorhiziens et 

bactéries du sol 

 

 

  
 Les bactéries de la rhizosphère, en particulier les bactéries PGPR, interagissent avec les 

mycorhizes qui sont elles-même en interaction avec les cellules de la racine des plantes. 

Cette association semble accentuer l’effet bénéfique qu’entraine déjà la symbiose.  

(http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.micro.091208.073504?journalC

ode=micro) 

http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.micro.091208.073504?journalCode=micro
http://www.annualreviews.org/doi/abs/10.1146/annurev.micro.091208.073504?journalCode=micro
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Annexe XI : Les algues brunes productrices d’Alginate 

  

A 

A Laminaria (www.visoflora.com) 

B Macrocystis pyrifera (algaebase.org) 

C Production d’algue (algaebase.org) 

 

Les principales productrices d’alginate sont les algues brunes du genre Laminaires, 

Macrocystis et Fucus. 

B 

C 

http://www.visoflora.com/


Annexe XII : Structure et gélification ionotropique de l’alginate 
Propriétés mécaniques et physico-chimiques de l’alginate 

 

  

A a-monomère de mannuronate (M) et guluronate (G)  

 b-poly-guluronate GG et polymannuronate MM 

 c-enchainement de bloc MM, de bloc GG et alternance MG  

B a-Site de liaison du Ca2+ sur les blocs guluroniques GG 

 b- Formation des structures bidimensionnelles « egg-box » ou « boite à œufs » 

C Modèle de structure proposé pour des gels formés à partir d’alginate des blocs MM 

et GG de tailles différentes (Draget et al., 2001). 

A 

C 

B 
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Annexe XIII : Costularia comosa 
  

Description Générale : Herbe. 

Habitat : Du nord au sud : dans les maquis et les formations palustres ou marécageuses 

(MR) 

Substrat : Sur sol ultra basique. 

Feuille : Feuilles planes d'environ 1 cm de large à la base, très effilées au sommet. Présence 

d'une nervure centrale. 

Fruits : Grands panicules pouvant dépasser 1 m de hauteur et portant beaucoup de graines. 

Les graines sont fines, allongées, légèrement cylindriques, de couleur claire. 

Reproduction : floraison : septembre, octobre 

Particularité : plante pionnière, recolonisant les sites dégradés. 

 Synonyme : Schoenus comosus C.B.Clarke 

 

(endemia.nc) 



Annexe XIV : Alphitonia neocaledonica 
 

  

Taxonomie directe: Tracheophytes > Angiospermes > Dicotyledones > Rhamnaceae >  

Alphitonia > Alphitonia neocaledonica 

 
nom vernaculaire: Alphitonia commun, kùa (xârâcùù). 

Description Générale : Arbuste caractéristique par la forte odeur d'onguent, camphrée, de 

l'écorce. Arbre mince et élancé, écorce blanche marbrée assez lisse, cime ronde, banches 

minces. 

Répartition en Nouvelle-Calédonie : Principalement au sud de la Grande-Terre, absent des 

Loyauté. 

Substrat : Terrains ultra ferralitiques ou sédimentaires bien alimentés en eau. 

Feuille : Feuilles alternes d'environ 10 cm de long.. Pétiole d'environ 1-3 cm. Le dessus 

des feuilles est vert foncé brillant, le revers est blanc ou roux, pubescent. Rameaux 

veloutés gris plomb, en zig-zag. Pousses de jeunesse fauves. 

Phénologie (Fleur) : Petites grappes fauves à l'aisselle des feuilles terminales. 5 pétales en 

étoile charnus, de 4 mm de diamètre, veloutés à l'éxtérieur, lisse, blanc verdatre à 

l'intérieur. 

Fruits : Infrutescences en panicules. Les fruits renferment, à la manière des cerises de café, 

deux graines grossièrement hémisphériques assez grosses (1 - 1,5 cm de diamètre). Le fruit 

est noir à maturité. 

Reproduction : De décembre à mai. Fructifiaction de novembre à janvier. 

Habitat : Forêts denses humides, forêt sèche ou forêt sclérophylle, maquis minier (FLM) 

Synonyme : Pomaderris neocaledonica Schltr.  

  

Particularité : L'architecture de cette espèce est conforme au Modèle d'Attims. Situation 

IUCN : LR 

 

(endemia.nc) 

http://www.endemia.nc/flore/fiche32.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche91.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche242.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche511.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche512.html
http://www.endemia.nc/plante/photo.php?code=6264
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Annexe XV : Gymnostoma deplancheanum 
  

Taxonomie directe: Tracheophytes > Angiospermes > Dicotyledones > Casuarinaceae >  

Gymnostoma > Gymnostoma deplancheanum 

Nom vernaculaire: Bois de fer du sud. 

Répartition en Nouvelle-Calédonie : Il constitue des peuplements importants dans le Massif du 

Sud. 

Substrat : Pousse sur des sols ferralitiques acides, plus ou moins indurés. 

Habitat : Les maquis miniers (M) 

Phénologie (Fleur) : Des fleurs mâles et des fleurs femelles. 

Synonyme : Casuarina deplancheana Miq. 

Particularité : L'architecture de cette espèce est conforme au Modèle de Rauh. 

 

(endemia.nc) 

 

http://www.endemia.nc/plante/fiche32.html
http://www.endemia.nc/plante/fiche91.html
http://www.endemia.nc/plante/fiche242.html
http://www.endemia.nc/plante/fiche71.html
http://www.endemia.nc/plante/fiche72.html
http://www.endemia.nc/plante/photo.php?code=6276


Annexe XVI : Dodonea viscosa 
 

  

Taxonomie directe: Tracheophytes > Angiospermes > Dicotyledones > Sapindaceae >  

Dodonaea > Dodonaea viscosa> Dodonaea viscosa ssp. viscosa 

Description Générale : Arbuste ayant une teneur élevée en azote dans ses tissus foliaires. 

Répartition en Nouvelle-Calédonie : Répandue sur l'ensemble du Territoire. 

Substrat : Sur sols bruns hypermagnésiens ou sur terrains volcano-sédimentaires. 

Habitat : Forêts sèches ou forêts sclérophylles, maquis miniers (LM) 

Phénologie (Fleur) : Fleurs de couleur orangée. 

Synonyme : Ptelea viscosa L. 

 

(endemia.nc) 

http://www.endemia.nc/flore/fiche32.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche91.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche242.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche544.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche545.html
http://www.endemia.nc/flore/fiche6437.html
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Annexe XVII : Le Sorgho 
  

Cycle levée-floraison : 70 – 80 jours  

Cycle levée – maturité : 100 - 115 jours  

Photopériodisme : négatif  

Port de la plante : Erigé  

Tallage :  Faible, le nombre de talles est de 1 à 2/pied  

Hauteur de la plante : 1.40 à 1.80m suivant les sols et la saison  

Couleur de la feuille : Vert foncé  

Diamètre de la tige : 2 – 3cm environ  

Feuille paniculaire : insertion à la base de la panicule  

Forme de la panicule : dressée, arrondie, compacte  

Forme et couleur du grain : rond sphérique, blanc  

 

A Fructification du Sorghum (isaisons.free.fr) 

B Plant de Sorghum (energreengenetics.com) 

A B 



Annexe XVIII : Protocole d’extraction des spores 

 

  

A 
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B 



Annexe XIX : Protocole d’enrobage de graines avec spores d’AMF à 

l’alginate du LIVE  
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Annexe XX : Protocole de coloration des spores de l’enrobage du 

LIVE 
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Annexe XXI : Répartition moyenne des enrobages dans les 

catégories 1 à 4 réalisée pour le taux de recouvrement selon les 

différents traitements 
Influence de la concentration sur le pourcentage de recouvrement des graines  
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Influence de la méthode d’enrobage sur sa qualité 
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Annexe XXII : Technique d’inoculation à partir de poudre de 

microbilles d’alginate encapsulant un inoculum 
  

  

La production de microbilles d’Alginate est réalisé par pulvérisation à basse pression d’une 

solution d’alginate mélangée avec une culture bactérienne liquide en suspension dans un 

milieu très riche dans du CaCL2 avec une buse permettant d’obtenir un très petit diamètre de 

100 à 200µm. Ces microbilles, une fois séchées par une procédure standard de 

lyophilisation, forment une poudre. Cette poudre est facilement fixée sur la surface sèche des 

semences par addition d’une solution d’alcool diluée à 1% avec de la lécithine ou du papier 

adhésif synthétique 0,5% de type Resistol (Bashan et al, 2002). 
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Titre français : Amélioration de la technique d’enrobage de graines d’espèces endémiques 

avec des spores de champignons mycorhiziens pour la revégétalisation de site minier par 

hydroseeding 

Titre anglais : Coating seeds with spores of Arbuscular Mycorrhizal Fungi (AMF) : 

improvement of the technic on endemic species seeds for mining land rehabilitation by 

hydroseeding. 

Résumé :  

Pour faciliter la réimplantation d’espèces végétales endémiques de la Nouvelle Calédonie 

sur des sols ayant été dégradés par l’exploitation minière lorsque la réutilisation de topsoils 

est impossible, l’utilisation de la symbiose mycorhizienne semble être une technique 

intéressante. En effet, ces micro-organismes confèrent aux plantes une capacité de résistivité 

aux stress hydrique et métallique. De manière à assurer la mycorhization des plants dès leurs 

germinations après hydroseeding, nous avons mis en place une technique d’enrobage des 

graines d’espèces endémiques à partir d’Alginate, concentré à 12,5g/L, dissout dans de l’eau 

distillée dont le pH a été ajusté à 7,5, contenant les spores de champignon mycorhizien. Si 

cette technique entraîne une diminution de moitié du taux de germination des spores pour un 

même temps de germination, elle permet tout de même un taux de mycorhization racinaire de 

40% pour les plants dont les graines ont été enrobées par cette technique. Un taux à peine 

atteint par inoculation classique avec un inoculum deux fois plus riche en quantité. Cet 

enrobage peut par ailleurs être conservé une fois séché sans atténuer ces propriétés.  

Abstract :  
In order to make easier the reestablishment of New-Caledonia endemic species on 

degraded soils by Nickel mining exploitations when topsoil use is impossible, the use of 

mycorrhizal symbiosis seems to be a good opportunity. Indeed, those micro-organisms 

provide plants with the ability to resist to water and metallic stresses. To ensure plants 

mycorhizis from their germination after hydroseeding, so for better performance in 

revegetation, we tested a mycorrhizal seed coating technic which appears to be the best with 

Alginate at 12,5g/L in distilled water which pH is taken to 7,5 containing mycorrhizal fungi 

spores. If this technic leads to the half the AMF spores germination, it permitted 40% of 

roots mycorhization, a rate barely reached by classic inoculation with double quantity of 

inoculant. By the way, this coating can also be stored once dry without mitigating these 

proprieties. 

Mots-clés : Enrobage, alginate, champignon mycorhizien à arbuscule (AMF), hydroseeding, 

revégétalisation de sites miniers 

Key Words: seed coating, alginate, AMF, hydroseeding, mine sites rehabilitation. 

 


