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PREFACE

Par sa diversité de formes et d'especes, par saptattn a des conditions topographiques,
climatiques et pédologiques plutét difficiles, laré des foréts séches étonne vraiment.

Sachant le niveau de dégradation dramatique giacet écosystéme depuis l'arrivée de 'lhomme
en Nouvelle-Calédonie, la volonté de réparer umtepde ces dégats est née.

C’est a cet objectif que le Programme Forét Sédrmmoie depuis sa création en 2001. Parmi les
techniques gqu’offre la restauration des foréts adges, figure la plantation d’espéces végétales
appropriées. Avant de planter, il faut comprend® hécanismes physiologiques de ces plantes
(c’est le réle de I'UNC), recenser la flore et cafire ses processus de régénération et de
multiplication (a la charge de I'IRD), observer paénologie et le comportemeint situ de ces
plantes, en récolter les graines, en maitriseuli@re en pépiniere puis l'installation en foréegt

le travail de I'lAC).

On comprend bien que synergie, stratégie et caltsiom sont les conditions nécessaires a ce que
ces différents travaux débouchent sur des résuitatgbles.

La présente étude®™ volet d’'une opération sur les symbiotes de foé&he démarrée en 2003
pour s’achever entre 2008 et 2010, s’inscrit dansahéma d’ensemble. A partir d’'un protocole
scientifique aussi précis que rigoureux, il a éégible de sélectionner une souche mycorhizienne
intéressante (la FSCtAc : il faudra peut-étre hauver un nom plus sympathique !) puis d’en
prouver la grande efficacité sur un lot de 6 esp&égétales.

Sa multiplication a plus grande échelle en labamtparait aujourd’hui non seulement possible
mais souhaitable. A I'heure ou le transfert deshaissances sur la multiplication des especes de la
forét seche est programmé, nul doute que les Egstds privés seront intéressés par cette souche
mycorhizienne qui fait plus que tripler la croissaret le développement foliaire des jeunes plants.
C’est un gain substantiel pour le pépiniériste @@n mais aussi pour le planteur et le gestioenair
du site d'introduction puisque ces plantes serooinmstressées, mieux armées pour s'adapter et
plus propices a se développer.



On ne peut donc qu’encourager la poursuite deraeaux :

- aprés la phase en serre, suivre ces planteritigés sur le terrain,

- inoculer cette souche FSCtAc sur d’autres espgue les six testées,

- rechercher des symbiotes sur d’autres plamtesles vingt cing déja étudiées (une soixantaine
d’especes sont déja cultivables en pépiniere).

Je remercie bien sincerement le Professeur H. Atson équipe pour le travail déja réalisé et pour
les résultats trés encourageants qui en ressortentrestauration des foréts seches néo-
calédoniennes est possible : il suffit d'y croitele s’en donner les moyens et les compétences.

Christian PAPINEAU

Directeur du Programme Forét Seche



Introduction

Les foréts séches de Nouvelle-Calédonie, donsletces se sont trés fortement réduites
sous la pression anthropique (Bouchet et al., 1908} I'objet, depuis quelques années, d’une
attention particuliere. Cette attention s’est cétisee notamment par la création du « Programme
forét seche » qui méne des actions intégrées taudifierents domaines, en vue de préserver et de
restaurer ces foréts. Parmi ces actions, un prageade recherche visant d’'une part une meilleure
connaissance de ses foréts, d'autre part 'améliorades techniques de restauration est
actuellement en cours.

Notre laboratoire a pris en charge des travawedaerche concernant deux domaines :

- I'écophysiologie et la multiplication de certasnespeces vegétales,

- le potentiel microbiologique, notamment mycoréizides sols de forét seche et son utilisation
pour améliorer la maitrise de la croissance etapaation des espéces végétales les plus
importantes.

Les champignons mycorhiziens sont connus commenjoua réle considérable dans le
développement de la grande majorité des plantdgymment en milieu forestier et sur des sols
carencés (Boulard, 1990 ; Sieverding, 1991). Leffiets se manifestent non seulement au niveau
de la nutrition minérale des plantes (hotammensphore et azote), mais aussi dans leur adaptation
au stress hydrique (les fluctuations d’humiditétsieés fortes en forét séche) et leur résistance
générale (Strullu, 1991, Varma, 1998).

Les recherches réalisées jusqu'a présent surhasmignons mycorhiziens a arbuscules
(AMF) dans les foréts séches néo-calédoniennepaimis notamment de confirmer I'importance
de cette symbiose dans cet écosysteme, d’apptédienité de ces champignons avec 25 especes
végeétales de forét seche, puis d’isoler, de purédtede cultiver en serre, quelgques souches AMF
pures.

Au cours de lI'année 2005, trois de ces souchegrappnent les plus performantes, d’aprées
leurs effets sur la culture de sorgho sur laquallle ont été purifiées, ont été testées pour estime
leur degré de sporulation et leur capacité a cetrles racines de sorgho. Une souche a ainsi été
sélectionnée.

Une expérimentation en serre pour évaluer I'implEctette souche et de sols naturels plus
ou moins riches en spores mycorhiziennes a été alme en place. Cette expérience, qui concerne
6 espéeces végétales de forét séche habituellerrnebdomycorhizées en milieu naturel, a duré
une année et ne s'est terminée qu’en aolt 2006jdctf principal de cette expérience est de
vérifier les effets comparés de différents typaaatulums mycorhiziens, avec comme finalité la
possibilité de préconiser plus d’'une techniquegrséds conditions matérielles disponibles.

Nous exposons donc ici les travaux réalisés de BQ0S a aolt 2006.



Matériel et méthodes

Matériel

Souches étudiées

Parmi les 5 souches isolées a partir des soleréesfseches, 3 ont fait I'objet d’une étude de
sporulation et de I'intensité de mycorhization adi sé€lectionner la plus performante pour I'essai
d’inoculation de plants de forét séche en serrg'aljit de : FSP5, FSCtAc et FST5 Les 3 souches
appartiennent au gen@omus les espéeces n’étant pas encore identifiées.

Ces 3 souches sont conservées en serre sur desgaasorgho.

Sols utilisés pour I'inoculation

Vingt et un échantillons de sols provenant dedeétf de Ouen Toro ont été collectés,
certains sous diverses plantes, d’autres au nideasurfaces nues. L'étude de ces échantillons a
permis de choisir 2 sols, I'un particulierementegcen spores endomycorhiziennes, l'autre pauvre
en spores. Ces 2 sols sont ensuite utilisés comaoellums pour comparer leurs effets a ceux de la
souche sélectionnée.

Espéces véqgétales utilisées pour I'essai en serre

Six especes végeétales de forét seche ont été ebpiaimi les 25 especes étudiées les années
précédentes pour leur affinité avec les AMF. Ldeabl1 en donne la liste, leurs familles et leur
intérét.

Les plants sont fournis par le département Foeétldstitut Agronomique néo-Calédonien
(IAC), a raison d’'une soixantaine de plants p@ardenia urvilleiet de 20 & 24 plants pour les 5
autres espeéeces.



Tableau 1 :liste des espéces végétales de forét séche testées

Espéeces Familles Intérét de I'espece
Gardenia urvillei RUBIACEAE Restauration
Croton insularis Baillon EPHORBIACEAE Restauration
Cupianopsis trigonocarpRadlkofer BPINDACEAE Restauration
Ochrosia inventorum L. Allorge HOCYNACEAE Rareté

Premna serratifolicLinné LAMIACEAE Restauration
Arytera sp. BPINDACEAE Restauration

Méthodes

Estimation de la sporulation des souches et dedlglitude & mycorhizer la plante

Avant de préparer I'essai de mycorhization en setrafin de choisir une souche pour cet
essai, les 3 souches citées plus haut sont tgzt@eseur capacité a sporuler et pour leur aptitude
mycorhizer la plante. Pour ce dernier test, leclsesi sont inoculées sur des plants de sorgho
cultivés en serre, sur sol désinfecté (autoclavagex 120 °C) en pot de 1 L. Des racines fines sont
prélevées aprés 5 mois de culture et le taux derhization est déterminé. La méthode précise est
décrite au point « Evaluation du taux de mycorliraties espéces végétales ».

Les champignons endomycorhiziens sporulent a Ifeté des racines et leurs spores se
retrouvent ensuite dans le sol. On peut donc syriogipe estimer le degré de sporulation d’'une
souche AMF, ce paramétre traduisant une certaipacit& a résister aux mauvaises conditions et a
se propager par le sol, donc une certaine comptitlirectement liée a I'efficacité des souches.

Pour mesurer la sporulation, une petite quantitéaleest prélevée en plusieurs points au
niveau des pots contenant les souches AMF a téstérla partie « matériel ») puis traité pour
extraire les spores. La méthode est basée sumleip® que les spores AMF sont plus grosses que
tous les autres microorganismes du sol. 50 g deatltamisés sur une série de deux tamis de 250
pm et 50 um mis l'un sur l'autre dans le but daup&cer 'ensemble des spores mycorhiziennes,
ayant une taille comprise entre 50 et 250 um (p99 % des spores endomycorhiziennes de ces
sols). Le contenu du tamis de 50 pm est recualisdun flacon avec un peu d’eau et centrifugé
pendant 5 minutes a 800 tours/minute en présenge gfadient de saccharose a 50%. Lors de la
centrifugation, les spores viennent butter conee shccharose, mais ne le traversent pas,
contrairement aux particules minérales qui vontasd du tube. L'interphase contenant les spores
est ainsi prélevée a la pipette Eppendorf, mise dartamis de 25 um et abondamment rincée.

Une aliquote de 1 mL de la suspension de sporemobtest alors agitée et déposée dans un
fond de boite de pétri en plastiqgue quadrilléer(®b x 15 mm, quadrillage 10 mm), puis observée
sous la loupe binoculaire (grossissement maximudbileLe nombre de spores AMF contenu dans



8

la boite de pétri est déterminé. Les spores navadkes qui flottent en surface ainsi que celles g
sont abimées ne sont pas comptabilisées car etégpsu viables. En cas de doute sur la nature de
la particule, une faible pression sur la sporeaia éclater et un voile opaque en sort. Un simple
calcul permet ensuite d’exprimer le résultat en ke spores par 100g de sol.

La méme méthode est utilisée pour quantifier lasdérdes spores AMF dans les pots de
culture des 6 espéces végétales de forét secls@etiour estimer les effets de différents inocglum
mycorhiziens (voir plus loin). Quatre échantillgres traitement sont ainsi analysés.

Protocole général de mycorhization

Trois types d’'inoculums mycorhiziens sont utilisés
* La souche FSCtAc: elle est apportée sous formesaspension de spores, a raison
d’environ 100 spore par plant.
* Le sol de forét seche le plus riche en sporempkas 21 analysés : il contient 2020 spores
viables/100g de terre, ce qui est une densitéivefaent élevée (Gould et al., 1996).
L’inoculation est réalisée directement par apperbdj de sol, soit environ 100 spores.
* Le sol de forét séche le plus pauvre en sporesidas 21 analysés. Il contient 63 spores
viables/100g de terre. L'inoculation étant réali®®enme précédemment, I'apport amene
environ 3 spores par plant.
- Pour I'espécdsardenia urvillej 14 plants sont préparés pour chacun des 4 traiten{témoin
non mycorhizé plus 3 inoculums mycorhiziens). L s sont répartis a raison de 2 plants par pot
de 3 L, soit 7 pots par traitement.
- Pour chacune des 5 autres especes végétalsgedili7 a 8 plants témoins non mycorhizés sont
préparés, ainsi que 4 a 5 plants pour les 3 trai¢snde mycorhization, le nombre de plants
disponibles n’étant pas suffisant pour réaliseg@titions. Cette répartition est dictée par ledae
les plants mycorhizés peuvent par ailleurs étre tmnsidérés comme un seul ensemble pour étre
compares aux témoins non mycorhizés. Pour ceségesples plants sont cultivés séparément dans
des pots de 3 L.
Tous les pots sont placés en serre sous arrost@eatique (temps d’arrosage variant selon
la saison : une a deux fois par jour pendant 3rénb

Mise en place de I'essai en serre avec les sixcesp&gétales étudiées

L’especeGardenia urvilleia été traitée un peu différemment. En effet, pmaite espéce,
nous avons pu obtenir des plantules tres jeuneségsr sur un substrat hors-sol. Les plantules ont
donc été inoculées avec des spores mycorhizienmés $emaines environ aprés mise en
germination.
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Pour les 5 autres especes, les plants fournisravaéga une taille de 10 a 20 cm selon les
cas. lls étaient cultivés sur un substrat esséetieint composeé de terreau.

* Préparation des inoculums mycorhiziens
En ce qui concerne les sols, ils sont utilisésctiment aprés séchage et tamisage sur
tamis de 2 mm. La richesse d’'un sol en spores AMEuit sa capacité a mycorhizer les plantes
(aussi appelée potentiel mycorhizogéne) . C'estdtams ce but que nous avons Vérifié la densité
en spores AMF viables de 21 sols et que les 2 kakextrémes ont été ensuite choisies pour tester
leur effet sur les espéces végétales étudiées.

Pour la souche pure FSCtAc, une extraction desspest d’abord réalisée. La méthode est
décrite au point « estimation de la sporulation gegsches et de leur aptitude a mycorhizer la
plante». La suspension obtenue et vérifiée a lpddainoculaire. Elle est ensuite désinfectée gaace
I'ajout de Chloramine T a 2% avec quelques goute3ween 20, pour réduire les risques d’avoir
des pathogénes, avant d’étre de nouveau rincéxgbérée dans un volume d’eau d’environ 100

mL.

* Inoculation des plants et mise en pot.

Le substrat utilisé consiste en 60% d'un sol redatient pauvre que nous utilisons
habituellement pour la culture des souches mycieties (la mycorhization nécessite notamment
un teneur relativement basse en phosphore), additda 15% de sable et de 25% de terreau (en
volume). L’ensemble, est Iégérement humidifié plésinfecté a I'autoclave pendant 1h a 120°C,
afin de tuer les spores mycorhiziennes autochtoredond des pots est tapissé de gravier afin
d’éviter la perte du sol et de permettre une bopeeolation. Les pots sont d’abord remplis a
moitié de sol et les plants sont déposés sur la saison d’une plante par pot, sauf p@ardenia
urvillei, pour lequel 2 plantes sont utilisées par potnfplas relativement petites).

Pour les inoculums naturels (sols), chaque planiaoauler recoit 5 grammes de sol
contenant des spores, directement au contact dewsales plants sont alors recouverts de sol
désinfecté et les pots sont placés en serre sopsage automatique (2 fois par jour pendant 3 a 8
mn, variant selon la température et I'hygrométrie).

L’inoculation avec la souche FSCtAc est effectudeapportant 5 mL de suspension (voir
précédemment) versées le long des racines des @lambculer, de facon a apporter 100 spores par
plant. Les pots sont ensuite remplis et mis dasmsi@mes conditions que précédemment.
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Evaluation de I'effet des mycorhizes sur la crasgades plants et sur la nutrition minérale

Pour I'espéecd&sardenia urvillej la croissance des plants est évaluée apres 9puiGiapres
une année de développement. Pour les autres espéeabiation de la croissance n’est réalisée
gu’'apres une année.

Les paramétres de croissance utilisés sont :

* La hauteur des plants

* Le nombre de feuilles. Lorsque la plante en goasposséde beaucoup de feuilles, ce

parameétre est remplacé par le nombre de ramifitaitio

Tous les plants sont mesurés, le nombre de rigmétiest donc de 14 poGardenia urvillei
et de 5 a 8 pour les autres especes (voir précédethm

Pour la nutrition, les taux d’azote total et degthore total des feuilles sont mesurés apres
une anneée. Les analyses sont confiées au laberasrmoyens analytiques de 'lRD-Nouméa.

Evaluation du taux de mycorhization des especeétatss

* Echantillonnage

Afin d’éviter de stresser excessivement les planiese seule mesure du taux de
mycorhization est réalisée aprés une année. Paguehplant, des racines fines sont prélevées a 3
endroits différents du pot; ces racines sont ngélas et constituent un échantillon. Chaque
échantillon de racine est noté et numéroté. Quathantillons sont préparés par traitement et par
espece.

La phase la plus critique de quantification egtri@paration des racines pour I'examen. Ses
principales étapes sont le lavage, I'éclaircissémeeta coloration des mycorhizes, le montage et
I'observation.

* Lavage

L’expérience montre que plus les échantillons goopres plus I'évaluation est rapide et
précise. Pour cela les racines sont débarrassé&epanttcules de terre au moyen d’un ringage
abondant a I'eau courante dans une passoire.eStié des mottes de terre autour des racines, elles
sont trempées dans une solution d’hexamétaphospleateodium (Calgon) qui entrainera la
dispersion des particules terreuses (Brundrettl.et1894). Ensuite, seules les petites racines
relativement claires et peu sclérifiées serontcsiélenées.

* Eclaircissement et coloration des mycorhizes

Les racines sont systématiquement éclaircies ebré@ed avant toute observation
microscopique. La technique d’éclaircissement etaleration de Phillips et Haymann (1970) est
souvent utilisée lorsqu’on a affaire a des endomhjizes a vésicules et arbuscules. Elle est rapide
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et fonctionne pour un grand nombre de plantes-haes racines sont placées dans des piluliers
contenant une solution de KOH a 10%, dans une é&u®@°C pendant 1 heure. Les racines sont
ensuite abondamment rincées sous I'eau couranteittégs et remises dans les piluliers ou elles
sont recouvertes avec une solution de bleu tryp@®%%0 dans le lactophénol. Les piluliers sont
placés a lI'étuve a 90°C pendant 15 minutes. Lemeaacsont ensuite rincées abondamment et

conservées dans de I'eau distillée avant le montage

* Montage

On préleve des segments de racines de quelquametnsts seulement choisis au hasard.
Pour la quantification des endomycorhizes, Tothlegt1990) jugent nécessaire I'examen par plant
de 40 segments racinaires d’'une longueur de 2. £es segments sont montés parallelement par
groupes de 10 a 15 dans la glycérine entre lamanatlle (Kormanik et McGraw, 1982). Les
racines restantes sont conservées dans de I'edw glycérol acide.

* Observation
Les lames sont observées au microscope, chaquadragtant soigneusement vérifié sur toute sa
longueur, aux grossissements de 100 et 400.

* Parameétres d’évaluation
Plusieurs systemes de notation sont utilisés paaluér 'importance de l'infection
mycorhizienne. Le systéme proposeé par Trouvelat. €1986) a été retenu pour cette étude.
L’importance de la mycorhization est appréhendé&ide des parametres suivants :
= Le pourcentage de racines mycorhizéesissi appelé fréquence de la mycorhization. %)
(nb fragments myco/nb total) x 100 (Marx et al.77P C’est le paramétre le plus utilisé.
* Intensité globale de la mycorhizatioM(%) = (95n5 + 70n4 + 30n3 + 5n2 + nl) / nomtutl
de fragments. Dans cette formule, n5 représemer@re de fragments mycorhizés notés 5, n4
le nombre de fragments notés 4. C’est ce parangaiietraduit le mieux le degré de
mycorhization.
» Intensité de mycorhization des fragments mycorhing&®o) = M x (nb total)/(nb myco) = M x
100/F
* Intensité arbusculaire dans le systeme radiculai@e parametre a été apprécié de facon

grossiere en raison de la difficulté a identifidéairement les arbuscules, les racines étant

souvent relativement foncées.

Maintien en collection de souches endomycorhizisnne

Les souches AMF sont maintenues en collectioreenre sur des plants de sorgho.
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* Préparation des plants de sorgho
Une centaine de graines de sorgho sont désinfedaes une solution d’hypochlorite de
calcium a 3.5% pendant 15 minutes. Elles sont emswigneusement rincées a l'eau stérile. Les
graines sont mises a germer dans de la vermicstiéelisée a l'autoclave a 121°C pendant 20
minutes. Le substrat est ainsi vierge de tous ftasasusceptibles de nuire a la germination des
graines. Le semis est effectué dans un bac enqulasiecouvert d'un couvercle transparent. Le bac
est placé a la lumiére artificielle (luminosité00® lux) pendant 14h par jour.

* Inoculation des spores aux plants de sorgho

Les spores sont extraites selon la méthode dgmétsedemment. Des pots de 300 mL sont
remplis avec un substrat stérile composé d’'un ngélate terre peu fertile (1/2), de terreau (1/4) et
de sables (fin, moyen et grossier, 1/4) sur leg@seldéposée une plantule de sorgho au stade deux
feuilles dont I'extrémité des racines est coupén de favoriser le développement des racines
secondaires. Cing mL de suspension de spores s@atemnent déposées sur les racines de la
plantule qui sont ensuite recouvertes de subdteatpots contenant le méme inoculum sont placés
cOte a cOte dans la serre et arrosés automatiqueéniaide de sprinkler deux fois par jour. Aprés 6
mois de culture les pots sont mis a sécher, pussllet les racines sont récupérés et mis dans des
sacs stériles bien fermés. L'inoculum AMF qui ekira sous forme de spores et de racines
mycorhizées peut étre conservé dans un lieu setapenn a deux ans.
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Résultats et discussion

Comparaison de 3 souches AMF pour leur sporulatioet leur capacité a
mycorhizer la plante

L'étude réalisée en 2005-2006 fait suite a undita¥évaluation du statut des mycorhizes a
arbuscules en foréts seches, de qualification dayeorhization de 25 espéces végétales de ces
foréts, puis d'isolement de souches. Cing soucheseat été purifiées, parmi lesquelles 3
apparaissaient comme plus efficientes. Ce sonB8miches qui sont analysées ici de facon plus
précise afin d’en sélectionner une pour I'expéritagan en serre.

Tableau 2: Comparaison de la sporulation et de la capacitdycorhizer des plants de
sorgho des 3 souches AMF étudiées

Souches Sporulation Intensité de mycorhization Intensité arbusculaire
(sp/100g de sol) M (%) (%)

FSCtAc 23 600 38,9 +++

FSP5 16 100 11,5 +

FST5 24 800 19,3 ++

Les résultats (Tal2) montrent que la souche FSCtAc présente un tawolbmisation des
racines (M) nettement supérieur aux 2 autres s@udles arbuscules sont visibles en plus grand
nombre dans les racines. Ces 2 criteres indiquemedpart la capacité des champignons a se
propager dans le systeme racinaire de la plang @ablir des échanges aux travers des fines
ramifications arbusculaires, notamment pour le phoee et I'azote (Jakobsen et al., 2002). La
production de spores de la souche FSCtAc est egaleéievée (23 600 pour 100 g de sol). La
sporulation joue un rdle important dans l'adaptatde la souche, puisqu’il s’agit de spores de
résistance, destinées a conserver le champigr@tegbropager lorsque les racines meurent ou que
les conditions sont défavorables. Cette capaatfutt donc I'aptitude de la souche a persister dans
le milieu.

A la suite de ces résultats, la souche FSCtAclesisie pour I'expérimentation en serre sur
6 espéces végétales.



Tableau 3: Influence de différents moyens de mycorhizatanla colonisation des racines par les symbiaipgiflues et sur les paramétres

de croissance ddardenia urvillei(Rubiaceae).

Traitements de¢ Temps de| F (%) M (%) | A approx| Spores viables Hauteur des Nombre de P dansles | N dans les
Mycorhization| croissancet /100 g sol) | plants (cm)| feuilles |feuilles (mg/kg) feuilles (%)
Témoin non 9 mois 46+1,3 13+4
mycorhizé 12 mois 0 0 / 0 52+1,5 14+ 3 1722 0,68
Sol pauvre en 9 mois 46+1,2 15+ 3
spores AMF | 12 mois 7,0 0,6 - 1250 56+1,2 17+ 4 2281 0,73
Sol riche en 9 mois 8,0 2,6 26+ 5
spores AMF | 12 mois 70,9 15,2 + 2640 11,9+ 3,4 32+ 6 3846 0,88
Souche pure| 9 mois 16,2+ 6,1 45+ 10
(FSCtAc) 12 mois 74,6 32,4 ++ 10330 21,5+ 82 58+ 12 4537 1,27

F (%) : Fréquence de mycorhization en % ; M (%)emsité de mycorhization ; A approx. : développeindes arbuscules, notation

*: Temps de croissance depuis le repiquage & B&plantules au stade 2 feuilles.

approximative globale
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Influence de différents inoculums AMF sur la croisance de 6 especes végétales
de forét seche et sur quelques parametres de mycdazhtion

Trois inoculums AMF bien différents sont compagésnt a leurs effets sur la plante, dans
cette expérience, sur une durée totale d’'une arnhé&essort clairement que la mycorhization
améliore fortement la croissance des 6 espécasegsedtes taux de mycorhization obtenus sont
voisins de ceux rapportés par d’autres auteurpéias al., 1987 ; Shetty et al., 1994)

- Effets des inoculums s@ardenia urvillei

Nous discuterons plus en détail les effets desuinoas sur I'espéc&ardenia urvillei(Rubiaceae)
car le travail sur cette espéce a été réalisé avawmbre suffisamment important de plants et en
partant de plantules tres jeunes, de sorte quésedtats sont plus nets (Tah.Fig. 1).

Il apparait que les plants témoins non mycorhilgésette espece se développent tres mal, et
les analyses confirment qu’ils ne sont pas mycéshiCette faible croissance (5,2 cm en moyenne
en une année) indique une forte dépendance daméeplis-a-vis des AMF. Il est bien connu que
les espéces végétales ont des niveaux de dépenttascdivers vis-a-vis de la mycorhization
(Strullu, 1991). Les concentrations en phosphoreneazote dans les parties aériennes confirment
cette dépendance : elles sont nettement plus fdees les échantillons bien mycorhizeés, ce qui
indiquent un rdle important des AMF dans la nudritminérale de cette espece végétale.

L’inoculum constitué par un sol naturel pauvrespores AMF (65 spores/100 g de sol) ne
montre pas d’effet significatif sur la croissan@s ghlants, bien que le nombre de feuilles par plant
soit léegerement plus élevé. On peut noter queekisité de mycorhization (M %), qui traduit a peu
pres le pourcentage de surface racinaire color@iséep symbiotes fongiques, est trés faible (0,6 %)
et les arbuscules semblent absents. Il est prolspldecet inoculum soit non seulement trop peu
dense pour permettre une véritable colonisationrdeises par les symbiotes mycorhiziens, mais
gue les spores soient dans un état de stressléwd @our permettre une germination efficace. On
constate toutefois une tres faible améliorationtdag de phosphore et d’azote.

Les deux autres inoculums utilisés possédent desitde en spores AMF a peu pres
équivalentes ayant permis d’apporter environ 1@begiplant ; mais I'un est un sol naturel de forét
séche, l'autre correspond a la souche pure FSQtAmculum « sol riche » stimule nettement la
croissance de la plante, avec une augmentatioa dauteur des plants et du nombre de feuilles de
128 %. La fréquence de mycorhization (F %) quietefla peu prés le pourcentage de racines
contenant des AMF, est de 70,9 %, tandis que Hisité de mycorhization est de 15,2 %. Les
arbuscules sont visibles et la densité des sporesées a partir des racines mycorhizées est de
2640 spores pour 100 g de sol. Ceci montre claiméngeie I'inoculum naturel contenait

suffisamment de spores en bon état physiologiqupiiebnt permis de produire suffisamment de



Tableau 4: Influence de différents moyens de mycorhizagan la colonisation des racines par les symbiaiagifjues et sur les

parameétres de croissance@m®ton insularis(Euphorbiaceae) 12 mois apres leur inoculation*.

Traitements de F (%) M (%) | A approx| Spores viables Hauteur des Nombre de P dansles | Ndansles
Mycorhization /100 g sol) plants (cm) | ramifications*** | feuilles (mg/kg) feuilles (%)
Témoin non
inoculé** 26,3 1,21 - 560 45,0+ 20,2 12+ 3 4143 1,09
Sol pauvre en
spores AMF 67,1 1,29 - 1440 46,6+ 15,4 16+ 2 3896 1,22
Sol riche en
spores AMF 81,5 16,9 + 3920 62,1+ 22,5 18+ 3 3987 1,13
Souche pure
(FSCtAc) 94,2 28,4 ++ 8690 73,8+ 24,1 19+ 4 4183 1,30

F (%) : Fréquence de mycorhization en % ; M (%itemsité de mycorhization ; A approx. : développetaes arbuscules, notation approximative globale
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*: les plants de départ avaient une taille de 18 am ; ** : non inoculé par nous en champignon M#* : le nombre de feuilles éttant trop importanous avons pris comme
paramétre le nombre de rameaux partant de la tigeipale.
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Figure 1: Influence de différents inoculums mycorhizieng $a colonisation des racines par les symbiotesifpues
(intensité de mycorhization M) et sur les parangile croissance déardenia urvillei (Rubiaceae), aprésl2 mois de
croissance.
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mycélium pour permettre une bonne exploration duiesone nette ameélioration de la nutrition
de la plante comme le montre également 'augmemates taux de phosphore et d’azote.

C’est toutefois I'inoculum FSCtAc qui stimule leugl fortement la croissance des plantsGde
urvillei. En effet, la hauteur des plants et le nombreeddlés sont augmentés de plus de 300 %.
Comme on le voit bien sur la figufie il y a une bonne corrélation entre I'amélioratita la croissance
et les parametres de mycorhization. L’intensitémyeorhization est en effet 2 fois plus élevée qoerp
'inoculum « sol riche », les arbuscules sont @bsndants et la sporulation nettement plus imptetan
La différence entre les 2 derniers inoculums siex@rait essentiellement par la qualité physiolagiq
des spores qui sont plus jeunes. Effectivemenspeses contenues dans un sol naturel, méme ss so
une plante mycorhizée, ont des ages tres divarseeproportion plus ou moins importante, correspond
a des spores en fin de vie, ce qui explique laédifice d’intensité de mycorhization entre les 2
inoculums. Il n'est toutefois pas exclu que la gaalle la souche FSCtAc intervienne également dans
les effets observés. L’amélioration de la croiseaest liee a des effets a plusieurs niveaux, en
particulier une amélioration de la nutrition en pploore et en azote (augmentation tres nette de la
concentration de ces 2 éléments dans les feuidlesin d’autres éléments, ainsi qu’'une meilleure
capacité a collecter I'eau et donc a résister mssthydrique (Strullu, 1991).

Les photos1 et 3montrent un aspect des racines mycorhizées eliffésences entre les effets

des traitements testés sur la croissance des plants

- Effets des inoculums AMF sur les autres espeégsgtales testées

Les résultats obtenus avec les 5 autres espéabs4 B 8 et Fig.2 a 6) sont plus délicats a
interpréter, tout au moins dans le détail. En efést plants utilisés étaient déja agés de quelonoes en
début d’expérience et les taux de mycorhization mas obtenus pour les plants non inoculés montrent
gu’ils ont déja été au contact avec des spores rhigennes en faible nombre. Les valeurs de
I'intensité mycorhizienne (M) des témoins sont #etdres proches de celles obtenues avec I'inauoulu
« sol pauvre » dont l'influence sur la croissanes plants reste généralement peu significative.
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Figure 2: Influence de différents inoculums mycorhiziens fa colonisation des racines par les symbiotewitpues
(intensité de mycorhization M) et sur les parangtte croissance deroton insularis(Euphorbiaceae) 12 mois aprés leur
inoculation*.

M(%)

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

Hauteur des plants (cm)

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

*: les plants de départ avaient une taille de 18 am
** - Non inoculé par nous en champignon MA



1- Aspect des formations mycorhiziennes (en bleupds une racine deésardenia urvillei

2- Aspect des arbuscules trés abondant de la soudR8CtAc dans une racine d€roton
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4- Influence de la souche FSCtAc sur la croissande Premna Serratifolia (A) et Aryterasp. (B).
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Tableau 5: Influence de différents moyens de mycorhizatsom la colonisation des racines par les symbiabegifues et sur les

parametres de croissanceRtemna serratifoligdLamiaceae), 12 mois aprés leur inoculation*.

Traitements de¢ F (%) M (%) A approx.| Spores viables Hauteur des Nombre de P dansles | Ndansles
Mycorhization /100 g sol) plants (cm) | ramifications*** | feuilles (mg/kg) feuilles (%)
Témoin non
inoculé** 34,4 3,3 - 1990 49,3+ 10,1 37+11 5419 0,96
Sol pauvre en
spores AMF 38,5 2,03 - 1230 47,9+ 12,8 33+9 10156 /
Sol riche en
spores AMF 89,2 35,8 + 4850 60,1+ 12,2 45+ 6 9371 /
Souche pure
(FSCtAc) 88,8 19,2 + 3980 61,1+ 13,5 51+ 13 11662 1,15

F (%) : Fréquence de mycorhization en % ; M (%)emsité de mycorhization ; A approx. : développeindes arbuscules, notation approximative globale
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*: les plants de départ avaient une taille de 19 am ; ** : Non inoculé par nous en champignon M#&* : le nombre de feuilles étant trop importanbus avons pris comme
paramétre le nombre de rameaux portant des feuilles
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Les deux autres inoculums (« sol riche » et FSCg#dgmentent sensiblement la croissance
des plants, mais 'augmentation reste nettemerst falible que celle observée pdar urvillei. Les
pourcentages d’augmentation de la hauteur desspkonit les suivants (pour chaque espéce la
premiére valeur correspond a I'inoculum « sol riehet la deuxieme a la souche FSCtAc) :

- Croton insularis(Tab 4, Fig.2) : 38 % et 64 %

- Premna serratifoligTab.5, Fig .3) : 22 % et 24 %

- Cupaniopsis trigonocarpérab.6, Fig.4) : 24 % et 54 %

- Aryterasp(Tab.7, Fig.5) : 39 % et 69 %

- Ochrosia inventorun{Tab.8, Fig.6) : 41 % et 40 %.

La souche pure ne donne de meilleurs résultatggpgorort au sol riche en spore que pour les
espece<. insularis, C. trigonocarpat Arytera sp Ces effets positifs sont tres nets comme le
montre la photal, mais il est possible gu’ils auraient été plusam@nts si la mycorhization avait
ete réalisée plus t6t et si les témoins étaieaddotent indemnes de mycorhization. De méme les
différences entre lI'inoculum « sol riche » et laidme pure ont da étre partiellement masquées par
ces effets initiaux.

Comme on le voit bien sur les figurgsi6, il y a d’'une maniere générale pour les 5 especes
végétales, un lien net entre les parametres de nmyedion et les effets d’amélioration de la

croissance.
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Figure 3 : Influence de différents inoculums mycorhiziens Is colonisation des racines par les symbiotagifpues
(intensité de mycorhization M) et sur les parangtie croissance daemna serratifoligLamiaceae), 12 mois aprés
leur inoculation*.

M(%)

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

Hauteur des plants (cm)

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

*: les plants de départ avaient une taille de 19 am
** - Non inoculé par nous en champignon MA ;
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Tableau 6: Influence de différents moyens de mycorhizatsam la colonisation des racines par les symbiotegifues et sur les

parameétres de croissanceCgpaniopsis trigonocarpéSapindaceae), 12 mois apres leur inoculation*.

Traitements de F (%) M (%) A approx.| Spores viables Hauteur des Nombre de P dansles | Ndansles
Mycorhization /100 g sol) plants (cm) | ramifications*** | feuilles (mg/kg) feuilles (%)
Témoin non
inoculé** 54,4 3,8 + 960 51,2+ 13,7 22+ 6 3424 0,95
Sol pauvre en
spores AMF 58,9 2,1 + 790 42 5+ 14,1 19+ 6 2840 1,17
Sol riche en
spores AMF 97,5 31,7 + 5360 63,6+ 11,1 25+ 4 3387 1,10
Souche pure
(FSCtAc) 84,1 17,9 + 5060 79,0+ 10,6 27+ 4 3728 1,17

F (%) : Fréquence de mycorhization en % ; M (%)emsité de mycorhization ; A approx. : développenaes arbuscules, notation approximative globale

*: les plants de départ avaient une taille de 1@ am ; ** : Non inoculé par nous en champignon IM#* : le nombre de feuilles étant trop importanbus avons pris comme
paramétre le nombre de rameaux portant des feuilles
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Figure 4 : Influence de différents inoculums mycorhizieos s colonisation des racines par les symbiotagifpues
(intensité de mycorhization M) et sur les paran®gtie croissance deaupaniopsis trigonocarpéSapindaceae), 12 mois
aprés leur inoculation*.

M(%)

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

Hauteur des plants (cm)

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

*: les plants de départ avaient une taille de 1@ am
** - Non inoculé par nous en champignon MA



Tableau 7: Influence de différents moyens de mycorhizasaon la colonisation des racines par les symbiategifjues et sur les
parameétres de croissanceAlgtera sp.(Sapindaceae), 12 mois apres leur inoculation*ygnaes de 4 a 16 valeurs selon les parameétres ; voi

méthodes).

Traitements de F (%) M (%) A approx.| Spores viables Hauteur des | Nombre de P dansles | Ndansles
Mycorhization /100 g sol) plants (cm) feuilles feuilles (mg/kg) feuilles (%)
Témoin non
inoculé** 28,2 7,7 - 620 31,5+84 15+ 2 2637 0,72
Sol pauvre en
spores AMF 92,9 12,3 - 1560 42,0+ 4,9 20+ 3 2332 0,87
Sol riche en
spores AMF 97,9 20,2 + 3270 43,9+ 5,7 19+ 1 3073 1,00
Souche pure
(FSCtAC) 93,1 25,6 + 3970 53,2+ 8,0 22+ 3 3133 0,93

F (%) : Fréquence de mycorhization en % ; M (%)emsité de mycorhization ; A approx. : développeinaes arbuscules, notation approximative globale

* : les plants de départ avaient une taille deS5cen ; ** : Non inoculé par nous en champignon MA .
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Figure 5: Influence de différents inoculums mycorhizieos s colonisation des racines par les symbiotagifpues
(intensité de mycorhization M) et sur les paran®tie croissance derytera sp.(Sapindaceae), 12 mois apres leur
inoculation*
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Tableau 8: Influence de différents moyens de mycorhizasanla colonisation des racines par les symbiaipgifjlues et sur les paramétres
de croissance d@chrosia inventorun{Apocynaceae), 12 mois apres leur inoculation* femmes de 4 a 16 valeurs selon les parameétres ; voi

méthodes).

Traitements de¢  F (%) M (%) A approx. | Spores viablesHauteur des| Nombre de P dansles | N dans les
Mycorhization /100 g sol) | plants (cm) feuilles feuilles (mg/kg) feuilles (%)
Témoin non
inoculé** 10,1 0,6 - 130 48,8+ 11,0 49+ 9 7041 1,38
Sol pauvre en
spores AMF 54,5 1,9 - 1200 59,1+ 9,3 67+5 5616 1,11
Sol riche en
spores AMF 96,3 17,5 + 3010 69,2+ 11,9 77+ 14 6425 0,97
Souche pure
(FSCtAc) 95,4 15,8 + 3240 68,4+ 13,1 73+ 16 7982 1,11

F (%) : Fréquence de mycorhization en % ; M (%)emsité de mycorhization ; A approx. : développeinaes arbuscules, notation approximative globale
* : les plants de départ avaient une taille de 26 am ; ** : Non inoculé par nous en champignon MA
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Figure 6 : Influence de différents inoculums mycorhizieos s colonisation des racines par les symbiotagifpues
(intensité de mycorhization M) et sur les paran®tie croissance dachrosia inventorunApocynaceae), 12 mois
aprés leur inoculation*

Témoin non inoculg** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)
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17,5 m

Témoin non inoculé** Sol pauvre en spores AMF  Sol riche en spores AMF Souche pure (FSCtAc)

*: les plants de départ avaient une taille de 28 am
** - Non inoculé par nous en champignon MA
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Conclusion et perspectives

Malgré quelques difficultés, I'expérimentation egrre montre clairement l'intérét d’'une
optimisation de la mycorhization dans la perspectig la restauration écologique des foréts seches
ou simplement pour un développement en pépiniéseedpeces végétales dont l'affinité avec les
AMF est avérée (notamment les 25 especes que nons aaractérisées). Il serait bien sdr utile de
compléter I'étude du statut mycorhiziens des awspeces de forét seche non étudiées jusqu’ici.

Une expérimentation sur terrain est programmée @007 afin de vérifier I'utilité de
quelques techniques de mycorhization. Toutefoispeut dores et déja avancer un certain nombre
de propositions pour une optimisation de la synmiasycorhizienne en forét séche. On peut
préconiser differentes démarches pour la mycoibizatles plants, selon les possibilités dont
disposent les entreprises :

1- La plus simple (mais pas la plus efficace), comsésiprélever dans la nature sous une
plante connue pour son affinité forte avec les emamwrhizes, du sol contenant
beaucoup de racines fines et d’en apporter quelgueames au niveau des racines du
plant, soit en pépiniere méme, si 'apport de solpeatiqué et ne pose pas de probleme,
soit au moment de la plantation sur terrain.

2- La deuxiéme nécessite I'utilisation de 2 tamis dlegfines (50Qum et 50um) et d’une
loupe binoculaire et consiste en la méme démardeepgécédemment, mais apres un
choix judicieux du sol qui servira d’'inoculum. Pargla une dizaine ou une quinzaine
d’échantillons de sols sont prélevés dans la naswoas des plantes a forte affinité
endomycorhizienne, puis leur richesse en sporesornigiennes est évaluée apres
tamisage et observation sous loupe. Le sol contdeaplus de spores viables (non
flottantes, peu sombres, de contours bien netsjlest choisi pour inoculer les plants.
L’inoculum naturel peut d’ailleurs étre concenta¥ famisage.

3- Une autre amélioration peu colteuse consiste &euftréalablement I'inoculum choisi
sur une espéce végétale de culture facile et & faffinité endomycorhizienne, en
apportant I'inoculum au niveau des racines de pleaten pot de I'espéce végétale en
guestion. Le sol ou le substrat utilisé devra pae riche, notamment en phosphore, car
une concentration optimale de phosphore inhibe éeeldppement des mycorhizes.
Apres quelques mois de culture (variant selon date)) le sol des pots est alors utilisé
comme inoculum (une vérification de I'enrichissetnem spores AMF, aprés tamisage et
observation a la loupe binoculaire, est nécessdifayantage de cette technique par
rapport a la précédente est que les spores et t&limy fongique sont alors plus
concentrés, plus frais et leur capacité a mycormettement meilleure que celle d’'un



32

sol naturel. Il y a toutefois un inconvénient pbisia cette technique et auquel il est
important de prendre garde : c’est le risque ddipti@r un jour ou l'autre un pathogene
en méme temps que le champignon mycorhizien. Paiteréce risque, il faut bien
surveiller I'état des plantes-pieges (sur lesqgsellst multipliée I'inoculum) et
renouveler I'opération a partir d'un sol natureltdenps en temps. Si 'on constate des
symptomes de maladie, il est préférable d’élimlasmlantes, de désinfecter les lieux et
de refaire un inoculum en repartant d’un autrenstlirel.

Une autre solution consiste a utiliser au dépaet smuche pure adaptée et d’efficacité
prouvée fournie par le laboratoire et de la mubipbar la méthode précédente, en
utilisant un substrat hors sol ou un sol peu rishespores mycorhiziennes au départ. On
pourrait désinfecter le substrat ou le sol pourlere¥ 'implantation de la souche, mais
on augmenterait ainsi les risques de développedepiathogenes. Il est évident que la
souche, au départ majoritaire car concentrée |lgerdipeu a peu dans les populations du
sol et finira par étre minoritaire. Mais rien n’e@éghe alors de récupérer de nouveau la
souche pure et de refaire la démarche.

Enfin, on peut utiliser une souche pure sélectienp@ur ses effets positifs importants,
souche que l'on multipliera par des moyens appégpret que I'on maintiendra
constamment en bon état. Cette derniere solutionegula plus efficace nécessite
toutefois des moyens patrticuliers, mais I'aide diainoratoire spécialisé peut permettre
de la développer.
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