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Résumé — L’effet de la forme de I’inoculum (obtenu sur tourbe-vermiculite ou par inclusion dans 1’alginate) de Tricholoma tridentinum var.
cedretorum et Hebeloma sinapizans sur la mycorhization de semis du Cedre de 1’ Atlas, cultivés sur un substrat minéral, a été expérimenté en
conditions contr6lées. L utilisation de mycélium de 7. tridentinum développé sur tourbe-vermiculite permet d’obtenir des degrés de mycorhiza-
tion supérieurs a ceux enregistrés en employant du mycélium du méme champignon inclus dans I’alginate, un an apres 1’inoculation. Le résultat
inverse a été obtenu avec H. sinapizans. Les pourcentages d’apex mycorhizés et les teneurs en mycélium viable des racines des plants inoculés
par 7. tridentinum ont été supérieurs a ceux des plants inoculés avec H. sinapizans. L’ obtention de mycorhizes a 1’aide d’inocula mycéliens, a été
réalisée sur le Cedre de I’ Atlas dans des conditions contrdlées et reproductibles. L inoculation des semis par du mycélium d’H. sinapizans culti-
vé sur substrat solide a stimulé la biomasse de leurs parties aériennes et racinaires alors que I’inoculum de 7. tridentinum, produit sur le méme
substrat, n’a permis d’augmenter significativement que la biomasse des racines. L’inoculation des plants par du mycélium d’H. sinapizans inclus
dans I’alginate n’a été bénéfique que pour la biomasse de leurs parties aériennes.

Cedrus atlantica | Tricholoma tridentinum var. cedretorum / mycorhization / inoculum mycélien / ergostérol

Abstract — Ectomycorrhization of Cedrus atlantica seedlings under controlled conditions: Efficiency of two forms of mycelial inocula.
The effect of two mycelial inocula (mycelia grown in peat-vermiculite saturated by a nutritive medium, or entrapped into alginate) of two ecto-
mycorrhizal species (Tricholoma tridentinum var. cedretorum and Hebeloma sinapizans) was tested, under controlled conditions, on the my-
corrhization of Cedar seedlings grown on mineral substrate. One year after inoculation, the percentage of infected root tips and root ergosterol
contents were higher with cedars inoculated using 7. tridentinum peat-vermiculite inoculum than using alginate one. The opposite results were
obtained with H. sinapizans. The degrees of mycorrhization of the seedlings inoculated with 7. tridentinum were higher than those of the see-
dlings inoculated with H. sinapizans. The mycorrhization of Cedrus atlantica seedlings using mycelial inocula was thus performed under con-
trolled conditions which may be reproducible. The consequences of the inoculation of seedlings on their shoot and/or root biomass vary with the
inoculum form and fungal species.

Cedrus atlantica | Tricholoma tridentinum var. cedretorum / mycorrhization / mycelial inocula / ergosterol

1. INTRODUCTION [13]. La mycorhization étant aléatoire en conditions

naturelles, ’introduction artificielle de champignons ecto-

Les contraintes pédoclimatiques particulicrement séveres
qui existent dans la Région Méditerranéenne nécessitent
I’utilisation de plants forestiers d’excellente qualité, capables
d’assurer la réussite des reboisements, par I’amélioration du
taux de leur reprise et la stimulation de leur croissance. Le
role des mycorhizes dans la survie et la croissance des semis a
été mis en évidence dans les taches de régénération du Cedre

* Correspondance et tirés-a-part

mycorhiziens en association avec les racines des plants fores-
tiers au stade de la pépiniere est susceptible de les aider a
pallier le choc de transplantation [26]. L’intérét de la mycor-
hization contr6lée a été mis en évidence dans de nombreuses
régions du monde pour diverses especes ligneuses (pins, épi-
céas, douglas, chénes, ...) [14, 15, 26], mais les rares applica-
tions de cette technique au Cedre de 1’Atlas [1, 29, 34] ont

Tél. : (33) 04 99 61 28 22 ; fax : (33) 04 67 54 57 08 ; e-mail : boukcim @ensam.inra.fr )
*#* Adresse actuelle : Unité Mixte de Recherche ENSAM-INRA Sol et Environnement, Equipe Rhizosphere et Symbioses.
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souvent été confrontées a la difficulté d’obtenir une colonisa-
tion généralisée et reproductible des systemes racinaires
apres leur inoculation par des mycelia de diverses especes
fongiques.

Parmi les facteurs qui interviennent dans la réussite de la
mycorhization contr6lée, le choix de la formulation des ino-
cula conditionne la procédure d’inoculation et peut affecter la
survie des mycelia et leur capacité a infecter des racines ré-
ceptives. Les principales formes d’inocula ectomycorhiziens
utilisées en pépiniere forestiere sont représentées (i) par des
suspensions sporales dont les inconvénients principaux rési-
dent principalement dans la variabilité génétique de I’inocu-
lum induite par la reproduction sexuée, et aussi dans le
nombre généralement limité de fructifications en conditions
naturelles, (ii) par des cultures mycéliennes sur substrat so-
lide saturé par un milieu nutritif liquide approprié, et (iii) par
des mycelia cultivés en milieu liquide et inclus dans un poly-
mere tel que ’alginate. L’ immobilisation de cellules ou d’en-
zymes dans 1’alginate réticulé par des ions Ca*™ a été
pratiquée depuis une trentaine d’années [10—12]. L’inclusion
du mycélium dans I’alginate a pour intérét de protéger les hy-
phes des desséchements éventuels tout en maintenant leur
viabilité et leur capacité infective a un niveau élevé jusqu’ala
formation de racines réceptives a I’infection sur la plante ino-
culée. L’intérét pratique de cette technique est accru lorsque
les inoculations sont pratiquées au semis [9, 21].

Dans le but d’obtenir une mycorhization généralisée et re-
productible de semis de Cedre de I’ Atlas avec Hebeloma si-
napizans (Paulet) Gillet et Tricholoma tridentinum Sing. var.
cedretorum Bon, nous avons expérimenté I’efficacité des
deux formes d’inoculum mycélien précitées dans la mycorhi-
zation et la croissance des semis, en conditions contrdlées.
Ces deux especes fongiques sont associées au Cedre de
I’ Atlas dans les conditions naturelles, 1’une d’elles (7. triden-
tinum var. cedretorum) étant spécifiquement associée a cette
essence [3].

2. MATERIEL ET METHODES

2.1. Matériel végétal et fongique

Les graines de Cedre (Cedrus atlantica Manetti) proviennent du
massif du Ventoux. Elles ont été fournies par le Service des Graines
et Plants de I’Office National des Foréts (Jura, France). Les parte-
naires fongiques sont représentés par : (i) un isolat de Tricholoma
tridentinum Sing. var. cedretorum Bon obtenu sur milieu Me-
lin-Norkrans modifié par Marx [20] (MNM), a partir d’un basi-
diome récolté dans la cédraie de Seheb (Moyen Atlas, Maroc)
établie sur des limons argileux (pH 6,7) ; (ii) un isolat d’Hebeloma
sinapizans (Paulet) Gillet obtenu sur le milieu PO utilisé par Rapior
et al. [32], a partir d’un basidiome récolté dans la cédraie de Belve-
zet (garrigue gardoise, France) sur rendzine plus au moins décarbo-
natée, argileuse a argilo-limoneuse (pH 5,9).

2.2. Germination des graines

Des graines de Ceédre sont mises a imbiber dans de I’eau distillée
pendant 48 heures a 4 °C. Elles sont ensuite désinfectées en surface
dans une solution de Cryptonol (140 g L™' de sulfate double d’oxy-
quinoléine et de potasse) a2 30 ml L™ pendant 30 minutes, rincées a
I’eau distillée stérile puis mises a stratifier a 4 °C dans de la tourbe
humidifiée et autoclavée deux fois a 120 °C pendant 30 minutes, a
48 heures d’intervalle. La levée de dormance dure entre trois et
quatre semaines en fonction du lot de graines utilisé.

2.3. Production des inocula

2.3.1. Inoculum « solide »

En conditions aseptiques, un mélange tourbe-vermiculite (1:4,
v/v) est ensemencé avec des implants mycéliens prélevés a partir
d’une culture active sur gélose nutritive. La tourbe a été préalable-
ment tamisée (diametre des mailles : 4 mm) afin d’éliminer les €1é-
ments grossiers et ensuite désinfectée par un double autoclavage
d’une durée de 30 minutes chacun a 120 °C, a 48 h d’intervalle. La
vermiculite est tamisée a 1,8 mm pour éliminer les particules fines
puis stérilisée a I’étuve pendant 4 h a 150 °C. Le mélange de substrat
est ensuite réparti dans des sacs autoclavables a raison de 2 L/sac
(SIGMA B7026, capacité : 3 L/sac) munies d’une fenétre a filtre
(diametre des pores : 0,02 wm), puis saturé par un milieu nutritif
liquide approprié (MNM pour T. tridentinum et PO pour H. sinapi-
zans) avant d’étre autoclavé 20 min a 120 °C.

Les substrats ensemencés sont mis a incuber pendant cinq semai-
nes a I’obscurité et aux températures optimales de croissance des
mycelia : 16 £ 1 °C pour T. tridentinum, 23 = 1 °C pour H. sinapi-
zans.

2.3.2. Inoculum « alginate »

I1 est préparé selon le protocole de Maupérin et al. [21]. Qua-
rante-cing a cinquante grammes de mycélium frais produit en cul-
ture pure dans un milieu nutritif liquide (respectivement MNM pour
T. tridentinum et PO pour H. sinapizans) sous agitation rotative sont
inclus, apres broyage modéré pendant 10 secondes au broyeur Wa-
ring Blendor (1 litre), dans 1 litre d’alginate de sodium a 10 g L™".
L’inclusion se fait en conditions aseptiques en faisant couler goutte
a goutte le mélange « mycélium broyé - alginate » dans une solution
de CaCl, 20 mM a travers des tubulures de 2 mm de diametre. Les
billes ainsi formées sont laissées une nuit dans du CaCl,. Elles sont
ensuite rincées deux fois a 1’eau distillée stérile puis stockées a 4 °C
pendant 48 h avant utilisation.

2.4. Inoculation des plants

Des jeunes semis de Cedrus atlantica 4gés d’un mois sont trans-
férés sur des caissons a brumisation pour favoriser la croissance et la
ramification du systeéme racinaire [24]. Un mois plus tard, les plants
sont transférés individuellement dans des conteneurs anti-chignons
de 400 mL a deux faces amovibles (Thermoflan, Le Vigan, France)
remplis par un substrat minéral riche en attapulgite expansée (« Oil
Dri » pur de Géorgie, US-Special, GB 3-30), tamisée a 1,8 mm pour
éliminer les particules fines puis désinfectée a sec 4 h a 150 °C.
Simultanément a leur transplantation, les plants sont inoculés par
apport de 100 mL d’inoculum « solide » ou « alginate » par plant, au
contact des racines. L’inoculum est étalé le long du systeme raci-
naire pour favoriser le contact entre les propagules fongiques infec-
tives et les racines réceptives.
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Les plants témoins correspondant aux cedres inoculés par de
I’inoculum sous forme solide ont re¢u le méme inoculum autoclavé
deux fois pendant 20 min a 120 °C, a 48 h d’intervalle. Des plants
non inoculés représentent les témoins des plants inoculés par du my-
célium inclus dans 1’alginate. Des répétitions de 10 plants par traite-
ment sont mises en place selon une disposition aléatoire.

2.5. Conditions de croissance des plants

Les conditions de photopériode et de température de la chambre
de croissance ou se déroule I’expérience sont contrdlées [photopé-
riode : 16/8 h, lumiere/obscurité ; cycle de T° 25/18 °C ; humidité
relative (HR) : 65 % ; CO, : 350 ul L™ ; rayonnement photosynthé-
tiquement actif (PAR) : 250 umol m™ s~ (400-700 nm)]. Les cédres
sont arrosés deux fois par semaine avec de I’eau déminéralisée. Ils
sont aussi fertilisés par une solution nutritive faiblement concentrée
[0,2 mM Ca(NO,),, | mM NH,CI, 0,1 mM KNO,, 0,2 mM CaCl, 0,2
mM KH,PO,, 0,1 mM MgSO,, 1 mM KCl, 0,5 % FeCl,, 0,2 mL L'
d’une solution d’oligo-éléments [22], pH ajusté a 5,5 avant utilisa-
tion], a raison de 100 mL par plant et par semaine.

2.6. Prélevement des plants et évaluation du degré
de mycorhization des racines

Un an apres I’inoculation, les systémes racinaires de tous les
plants sont examinés pour vérifier la présence ou 1’absence de my-
corhizes, afin d’évaluer le pourcentage de plants présentant au
moins une mycorhize dans un traitement donné. Cing plants sur dix
par traitement ont été par la suite prélevés au hasard et leurs syste-
mes racinaires nettoyés délicatement sous jet d’eau modéré. Des
comptages d’apex mycorhizés ainsi que des dosages de 1’ ergostérol
ont été réalisés sur des échantillons de racines des plants inoculés et
des plants témoins. Les biomasses fraiches et seches des parties aé-
riennes et racinaires ont été mesurées respectivement avant et apres
lyophilisation.

2.6.1. Comptage des apex mycorhizés

Le comptage des apex mycorhizés est effectué sur des systemes
racinaires frais. Le systéme racinaire de chaque plant est nettoyé
puis sectionné en segments de 5 cm de longueur. Les comptages
des apex mycorhizés sont ensuite réalisés par observations stéréo-
microscopiques sur ces segments prélevés au hasard jusqu’a un total
de 500 apex, ce qui permet de déterminer le pourcentage d’apex my-
corhizés par plant. Ces comptages ont été complétés par des dosages
de I’ergostérol contenu dans les racines lyophilisées.

2.6.2. Dosages de I’ergostérol et de la glucosamine
Jfongique

Apres comptage des apex mycorhizés, les racines sont lyophili-
sées puis broyées. Le dosage de I’ergostérol est effectué sur ces
broyats. L’ergostérol est dosé selon le protocole de Martin et al. [19]
légerement modifié par Boukcim et Mousain [4], par spectrophoto-
métrie apres extraction au méthanol suivie d’une séparation par
HPLC sur colonne. Le rendement de 1’extraction au méthanol, cal-
culé avec des racines non mycorhizées additionnées de quantités
connues d’ergostérol, est de 89 %.

Les dosages de la glucosamine fongique [38] et de 1’ergostérol
ont été effectués sur les inocula utilisés afin d’évaluer leurs teneurs
en mycélium total et viable, respectivement. Nous avons aussi déter-
miné les teneurs en ergostérol du mycélium extraracinaire de plants
mycorhizés d’age identique. Ces plants ont été élevés dans les

mémes conditions de culture que les précédents, mais dans des rhi-
zotrons en présence d’une toile a blutter séparant les racines du subs-
trat [5]. Ces teneurs sont de 3,9 et 1,8 ug d’ergostérol par mg de
mycélium sec pour H. sinapizans et T. tridentinum, respectivement.
Ces valeurs permettent de convertir les teneurs en ergostérol des ra-
cines mycorhizées en teneurs en mycélium viable présent dans ces
racines.

2.7. Analyse des données

Les analyses statistiques des données obtenues ont été effectuées
al’aide du test de Duncan au seuil de probabilité 0,05 et en utilisant
le logiciel Statistica (Kernel version 5.1 M, Stat Soft, Inc).

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1. Ectomycorhization des semis de Cedre

Le pourcentage de plants mycorhizés apres inoculation
par chacune des deux especes fongiques étudiées a été de
100 %. L’ aptitude mycorhizogene d’ Hebeloma sinapizans et
de Tricholoma tridentinum var. cedretorum est ainsi mise en
évidence, pour la premiere fois, sur un substrat de culture mi-
néral dans des conditions susceptibles d’étre reproduites. Des
ectomycorhizes avaient été précédemment obtenues sur des
plants de Cedrus atlantica inoculés par Tricholoma tridenti-
num mais ces plants étaient cultivés sur la terre de 1’horizon
Al d’un sol de cédraie [29].

L’examen des systémes racinaires des plants témoins a
montré qu’ils sont indemnes de toute contamination mycor-
hizienne.

3.1.1. Pourcentage d’apex mycorhizés

Le comptage des apex mycorhizés met en évidence des
différences significatives dans les degrés d’infection des ra-
cines de Cedre qui varient en fonction de 1’espece fongique et
de la forme de I’inoculum utilisées. Ainsi, le pourcentage
d’apex mycorhizés par 7. tridentinum diminue de plus de
50 % lorsque I’'inoculum est employé sous forme de mycé-
lium inclus dans 1’alginate que lorsqu’il est obtenu sur subs-
trat solide (figure IA). Au contraire, pour H. sinapizans, les
différences observées avec les deux formes d’inoculum ne
sont pas statistiquement significatives (figure IB).

Deux tendances majeures se dégagent quant a 1’efficacité
des deux formes d’inoculum dans la mycorhization des semis
de Cedre : le mycélium de T. tridentinum est plus apte a my-
corhizer les racines de Cedre lorsqu’il est cultivé sur
tourbe-vermiculite que lorsqu’il est apporté dans des billes
d’alginate. Par contre, les mycelia d’H. sinapizans sont plus
infectifs lorsqu’ils sont inclus dans 1’alginate. En conditions
de pépiniere, les index de mycorhization du Douglas et I’Epi-
céa par Hebeloma cylindrosporum [15, 16] et du Douglas par
Laccaria laccata [23] ont différé suivant la forme d’inocu-
lum (« solide » ou « alginate ») utilisée.
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Figure 1. Pourcentages d’apex racinaires mycorhizés chez de jeunes
cedres inoculés par des mycelia de Tricholoma tridentinum var.
cedretorum (A) ou Hebeloma sinapizans (B), développés sur substrat
solide ou inclus dans I’alginate (moyenne =+ erreur standard, n = 5).
Les teneurs suivies de la méme lettre ne sont pas statistiquement dif-
férentes (test de Duncan, P = 0,05).

3.1.2. Teneurs des racines en mycélium viable

Les résultats des dosages d’ergostérol dans les racines des
jeunes cedres concordent avec ceux fournis par les compta-
ges des apex mycorhizés. Ainsi, parmi les plants inoculés par
T. tridentinum, ceux ayant recu de 1’inoculum sous forme
« solide » présentent la teneur moyenne la plus élevée en
biomasse mycélienne viable au niveau de leurs racines
(figure 2A). A Tinverse, I’inoculation par du mycélium
d’H. sinapizans inclus dans 1’alginate conduit a une teneur
moyenne des racines en mycélium viable plus élevée que
celle obtenue avec I’inoculum « solide » (figure 2B). Dans
des conditions voisines, en chambre de croissance, les capa-
cités de mycorhization de semis de Pin pignon par deux espe-
ces ectomycorhiziennes ont différé selon la forme de
I’inoculum : le degré de mycorhization des pins par Suillus
collinitus (évalué par dosages de la glucosamine et de 1’er-
gostérol dans les racines) a été plus élevé lorsque le mycé-
lium était inclus dans 1’alginate que lorsqu’il était cultivé sur
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Figure 2. Teneurs en mycélium viable des racines de jeunes cedres
inoculés par des mycelia de Tricholoma tridentinum var. cedretorum
(A) ou Hebeloma sinapizans (B), développés sur substrat solide ou in-
clus dans I’alginate (moyenne + erreur standard, n = 5). Les teneurs
théoriques en mycélium des racines des plants témoins correspon-
dants ont été déduites des teneurs brutes mesurées sur les plants ino-
culés. Les teneurs suivies de la méme lettre ne sont pas
statistiquement différentes (test de Duncan, P = 0,05).

substrat solide, alors que le mycélium de Pisolithus tinctorius
cultivé sur tourbe-vermiculite a été particulierement infectif
(2].

Les différences d’infectivité entre les deux types d’inocu-
lum utilisés dans le cadre de ce travail peuvent étre expli-
quées en grande partie par le niveau de viabilité des hyphes
dans les inocula qui autoriserait ou non une infection des raci-
nes plus intense pendant une période plus longue. Les dosa-
ges de glucosamine et d’ergostérol dans les inocula sont en
faveur de cette hypothese. En effet, la teneur en mycélium
viable de 1'inoculum de T. tridentinum, produit sur
tourbe-vermiculite, est plus élevée que celle mesurée dans
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I’inoculum « alginate » alors que la tendance inverse est ob-
servée chez H. sinapizans (tableau I). Ces différences vont
globalement dans le méme sens que celles mises en évidence
par le comptage des apex mycorhizés et surtout par le dosage
de I’ergostérol dans les racines. Ainsi, pour les deux especes
fongiques étudiées, c’est I’inoculum le plus concentré en my-
célium viable qui a permis d’obtenir les degrés d’infection ra-
cinaire les plus élevés.

Les différences entre les biomasses fongiques totales et
viables des inocula sont plus élevées pour les mycelia inclus
dans I’alginate que pour ceux cultivés sur tourbe-vermiculite,
notamment avec H. sinapizans (tableau I). Quel que soit le
type d’inoculum, ces différences pourraient étre attribuées en
partie a une dégénérescence du contenu des hyphes [consécu-
tivement a leur vieillissement, a I’appauvrissement du milieu
de culture en éléments nutritifs essentiels ou a I’accumulation
de métabolites toxiques dans le milieu de culture] ou a I’ac-
croissement relatif des composés pariétaux (chitine ou au-
tres). D’autre part, le dosage de I’ergostérol met en évidence
une chute de viabilité consécutive a I’inclusion du mycélium
des deux especes ectomycorhiziennes dans 1’alginate. La ré-
duction des teneurs en mycélium viable des inocula « algi-
nate » estd’environ 70 % avec T. tridentinum et de 50 % avec
H. sinapizans (tableau I). La chute de la viabilité des mycelia
inclus dans un polymere peut étre attribuable au broyage du
mycélium préalablement a son inclusion dans I’alginate. Nos
observations ont, en effet, montré que les cultures de certai-
nes especes fongiques en routine au laboratoire ne tolerent ni
I’agitation des cultures ni la fragmentation des hyphes (cas de
Pisolithus tinctorius et Tricholoma cedrorum en milieu agi-
té). L’effet négatif de 1’inclusion des mycelia dans 1’alginate
de calcium pourrait aussi étre le résultat d’un choc osmotique
induit par CaCl,.

La capacité du mycélium a tolérer différentes étapes de
préparation de I’inoculum (broyage et inclusion) semble va-
rier en fonction de I’espece fongique. Ainsi, la viabilité du
mycélium d’Hebeloma crustuliniforme, évaluée par la capa-
cité d’émergence des hyphes a partir des billes étalées sur gé-
lose nutritive, n’est pas affectée par une immersion des billes
pendant au moins 22 h dans du chlorure de calcium 0,7 M
[21] alors qu’une diminution tres nette de I’activité réductrice

d’INT [chlorure de 2-(p-lodophényl)-(p-Nitrophényl)-5-phényl
Tétrazolium] d’un inoculum de Pisolithus sp. a été observée
au cours de la polymérisation [31].

Des chutes de viabilité ont aussi été mises en évidence par
dosages de la glucosamine et de I’ergostérol suite a I’inclu-
sion des mycelia de Pisolithus tinctorius et de Suillus collini-
tus dans des billes d’alginate [2]. Sur gélose nutritive, les taux
de reprise de la croissance de mycelia de Pisolithus tinctorius
et de Paxillus involutus inclus dans 1’alginate varient de 55 %
290 % en fonction de I’espece fongique et de 1’age de la cul-
ture [33].

Quelle que soit la méthode utilisée pour évaluer I’infec-
tion ectomycorhizienne des plants de Cedre, des variations
du degré de mycorhization des racines sont aussi observées
en fonction de I’espece fongique. Ainsi, le pourcentage
moyen d’apex mycorhizés et la teneur en mycélium viable
des racines sont plus élevés apres leur inoculation par du my-
célium de T. tridentinum, cultivé sur tourbe-vermiculite que
par la méme forme d’inoculum d’H. sinapizans (figures I et
2). Ces différences peuvent étre dues a la teneur moyenne en
mycélium viable dans I’inoculum « solide » de T. tridenti-
num qui est également supérieure a celle qui a été estimée
dans I’inoculum « solide » de H. sinapizans (tableau I). Les
différences observées entre les degrés de mycorhization des
racines de Cedre par les deux especes fongiques seraient aus-
si attribuables a des différences dans les capacités infectieu-
ses de ces especes vis-a-vis des racines du Cedre. Cette
hypothese a été illustrée dans diverses associations ectomy-
corhiziennes [6, 8, 36, 37].

3.2. Effet de la mycorhization sur la croissance
des plants

La mycorhization des plants par H. sinapizans stimule la
production de biomasse seche dans leurs parties aériennes et
racinaires 12 mois apres I’inoculation (tableau II). Le gain de
biomasse séche des parties aériennes est d’environ 33 %
lorsque H. sinapizans est apporté sous forme d’inoculum
« solide » etde 43 % lorsqu’il est inoculé sous forme de billes
d’alginate. La production de biomasse racinaire n’est

Tableau I. Teneurs en mycélium total, viable et non viable (en mg mg~' de matiere seche d’inoculum) des deux formes d’inoculum utilisées
(moyenne =+ erreur standard, n = 4). Les teneurs en mycélium total et viable sont mesurées respectivement par dosage de la chitine et de
I’ergostérol dans les inocula utilisés. Les teneurs en mycélium non viable sont déduites de ces mesures.

Inoculum Mycélium total (1) Mycélium viable (2) Mycélium non viable (1) - (2)
T. tridentinum

Tourbe-vermiculite 0,28 +£0,04 a (a) 0,19 £0,02 a (a) 0,09 £ 0,02

Alginate 0,17 +0,01 b (a) 0,05+ 0,01 c (b) 0,12 +0,02
H. sinapizans

Tourbe-vermiculite 0,12 +0,03b (a) 0,07 0,01 ¢ (a) 0,05 +0,03

Alginate 0,26 + 0,05 a (a) 0,13 +0,02b (b) 0,13 +0,04

Les valeurs suivies de la méme lettre dans chaque colonne ou chaque ligne (lettres entre parenthéses) ne sont pas significativement différentes (test de Duncan, P = 0,05).
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Tableau II. Effet de I’inoculation par du mycélium de Tricholoma
tridentinum ou d’ Hebeloma sinapizans, cultivé sur substrat solide ou
inclus dans I’alginate, sur la biomasse séche des parties aériennes et
racinaires de semis de Cedre.

Biomasse seche (mg/plant)
Partie racinaire (PR)

Traitement Partie aérienne (PA)

A- Tricholoma tridentinum
Inoculum « alginate » 4,34 £ 0,40 (a)

3,79+0,11 (a)

4,31 +£0,37 (a)

Plants non inoculés 3,53 £0,31 (a)

Inoculum « solide » 4,09 £0,20 (a)

3,53+0,16 (b)

4,25+0,17 (a)

Inoculum autoclavé 3,86 £ 0,20 (a)

B- Hebeloma sinapizans
4,03+0,35 (a)
3,79£0,11 (a)

4,99 +0,37 (a)
3,53 £031 (b)

Inoculum « alginate »

Plants non inoculés

Inoculum « solide » 4,97 +0,26 (a) 5,90+ 0,46 (a)

3,36 £0,43 (b) 4,52 +0,35 (b)

Pour chacune des deux especes fongiques et des deux formes d’inoculum, les biomasses
adriennes et racinaires des plants inoculés et des plants témoins respectifs, suivies par la
méme lettre ne sont pas significativement différentes (test de Duncan, P = 0,05).

Inoculum autoclavé

améliorée que lorsque I’inoculum est utilisé sous forme « so-
lide ».

D’autre part, quelle que soit la forme de 1’inoculum, I’ino-
culation par Tricholoma tridentinum n’améliore pas signifi-
cativement la production de biomasse seche dans les
compartiments aériens des cedres inoculés (tableau II). Elle
augmente seulement la biomasse des racines inoculées par
I’inoculum « solide » (tableau II).

De nombreux travaux ont mis en évidence 1’effet béné-
fique de I’inoculation contrdlée par divers associés ectomy-
corhiziens sur la croissance des plantes hotes. On ne dispose
que de treés peu de références traitant de la mycorhization du
genre Cedrus ou des effets symbiotiques des deux especes
fongiques utilisées dans ce travail sur la croissance d’autres
plantes hotes. Les effets de plusieurs autres especes fongi-
ques appartenant au genre Hebeloma sur la croissance des li-
gneux associés (Pinus, Tsuga, Picea, Quercus, etc.) varient
en fonction des especes fongiques et ligneuses ainsi que des
conditions de culture [6, 7, 18, 27, 30]. L’inoculation de jeu-
nes ceédres en pépiniere, par le mycélium d’un isolat de 7ri-
choloma tridentinum (sur les deux étudiés) cultivé sur
substrat solide, a stimulé leur croissance en hauteur apres
7 mois sur sol de cédraie désinfecté [29]. D’autre part, une
augmentation de la hauteur de jeunes cedres a été observée
15 mois apres leur inoculation par deux autres especes fongi-
ques, Laccaria laccata et Hebeloma crustuliniforme, isolées
respectivement sous Tsuga mertensiana et Picea abies [28].
Une stimulation de la croissance en hauteur de 1’ordre de
45 % a été observée en pépiniere chez de jeunes cédres inocu-
1és par une suspension sporale de Tuber albidum [25]. Cet

effet de T. albidum en pépiniere a été confirmé sur le terrain
apres quatre ans de plantation dans une rendzine [17].

Les résultats de notre étude ne montrent aucune corréla-
tion entre la stimulation de la croissance des plants et le degré
d’infection mycorhizienne de leurs systemes racinaires, éva-
lué par comptage des apex colonisés ou par dosage de I’er-
gostérol. D’autres travaux sur la mycorhization de semis de
Cedrus atlantica en conditions controlées ont abouti a la
méme conclusion [3].

4. CONCLUSION

L’obtention de mycorhizes de facon généralisée et relati-
vement intense chez le Cedre de 1’ Atlas, par utilisation d’ino-
cula mycéliens d’especes ectomycorhiziennes observées en
cédraies, constitue le résultat majeur de ce travail. Cette ob-
tention a été réalisée dans des conditions contrdlées qui la
rendent reproductible [3]. Les résultats de cette étude ont été
appliqués avec succes a la mycorhization de plants de Cedre
de I’ Atlas avec T. tridentinum var. cedretorum dans un dispo-
sitif expérimental de pépiniere [4]. Ils ont aussi permis, a
cette échelle, de préparer des séries d’au moins 300 plants
mycorhizés par ce méme champignon qui ont ét€ mis en place
dans un dispositif expérimental de terrain (Mousain et Bour-
denet, comm. pers.).

La réussite de la mycorhization de semis de Cedre dépend
du potentiel infectieux des isolats mycorhiziens vis-a-vis des
racines, de I’optimisation des conditions de culture in vitro de
ces isolats, mais aussi du choix de formulations efficaces des
inocula. En effet, les résultats de notre étude montrent que
I’efficacité des deux formes (« solide » et « alginate ») d’ino-
culum dans la mycorhization du Cédre varie en fonction de
I’espece fongique. Ces différences peuvent étre expliquées
en grande partie par les teneurs des inocula en mycélium
viable, d’ou I’intérét d’évaluer le niveau de viabilité des ino-
cula avant leur utilisation en pépiniere. L’utilisation compa-
rative des dosages de glucosamine et d’ergostérol permet
cette évaluation en rendant compte du rapport entre les bio-
masses viable et totale dans les inocula. Ce rapport est géné-
ralement plus élevé dans des mycelia cultivés sur substrat
solide que dans ceux inclus dans 1’alginate.

Le comptage des apex mycorhizés et le dosage de 1’ergos-
térol dans les racines sont des méthodes complémentaires qui
permettent d’évaluer le degré de mycorhization des systemes
racinaires. A titre d’exemple, I’impact du champignon sym-
biotique dans la dynamique d’utilisation des glucides par les
plants mycorhizés est mieux évalué par le dosage de 1’ergos-
térol dans les racines que par les deux autres méthodes [35].
Toutefois, I’examen visuel, stéréomicroscopique ou micros-
copique, des racines offre une premiere estimation de 1’état
de mycorhization des plants. Il permet de rendre compte de la
répartition des mycorhizes sur les systémes racinaires ainsi
que de I’état sanitaire des racines (taux de nécroses,...). Il a
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aussi pour intérét de permettre la caractérisation morpholo-
gique des mycorhizes et, parfois, leur identification.

La forme de I’inoculum a aussi une incidence sur la bio-
masse de la plante hote, un an apres I’inoculation controlée
(la forme « solide » a souvent un effet favorable), mais cet ef-
fet est également fonction de I’espece mycorhizogene.

Outre la forme de 1’inoculum utilisé, d’autres facteurs im-
portants de la mycorhization contrdlée du Cedre de 1’ Atlas
ont été expérimentés : architecture du systéme racinaire [5],
régime de fertilisation phosphatée aprés inoculation mycor-
hizienne [4], etc. Sur la base des résultats obtenus dans la pré-
sente étude, I’optimisation de la technologie d’inoculation
ectomycorhizienne des plants de Cedre de I’ Atlas devrait
porter, entre autres facteurs, sur la réduction de la dose d’ino-
culum appliquée.
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