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Pathologie végétale

Une méthode simple pour maintenir et multiplier
les champignons des mycorhizes
a veésicules et arbuscules

K Boudarga, J Dexheimer
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(Regu le 3 juin 1989; accepté le 6 mars 1990)

Résumé — Les auteurs présentent une méthode simple pour maintenir et multiplier les champignons des mycorhizes
VA, utilisant comme plante hote des boutures de Plectranthus australis. Les plantes sont cultivées, dans des bocaux
fermés, sur un substrat composé d'un mélange de tourbe et de vermiculite. Dans ces conditions de culture, les
plantes hotes présentent une bonne mycorhization. Des fragments du systéme racinaire ou du substrat de culture
contenant des spores et des sporocarpes de I'endophyte peuvent étre utilisés comme inoculum. La culture en milieu
clos et I'utilisation de racines néoformées, n'ayant jamais été en contact avec la microflore du sol, limitent considéra-
blement les risques d'infection accidentelle.

mycorhize a vésicules et arbuscules / Plectranthus australis / bouture / inoculum

Summary — A simple method for the culture and the multiplication of VA mycorrhizal fungus. The authors
present a simple method for the culture and the multiplication of VA mycorrhizal fungus on Plectranthus australis
cuttings (fig 1). The host-plant is easily propagated by cuttings, ensuring the production of a large number of new ad-
ventitious roots which have never been in contact with the soil microflora (fig 2). The plants are cultivated in closed
jars on a substrate composed of a mixture of peat and vermiculite (fig 3). Examination by light and electron microsco-
py has shown that a Plectranthus culture in a confined environment does not have a reduced mycorrhization capacity
and that the mycorrhiza formed present the same organisation as those observed under natural or artificial conditions
{figs 4, 6, 7). Fragments of the root system or culture substrate containing hyphae, spores and sporocarps of the en-
dophyte (fig 5) may be used as inoculum for the multiplication of the fungus.

vesicular-arbuscular mycorrhiza / Plectranthus australis / cutting / inoculum / controlled mycorrhization

INTRODUCTION niques efficaces de production dinoculum ont
été mises au point (Le Tacon et al, 1983; Mau-

perin et al, 1987).

De méme, le champignon responsable de ia
formation des mycorhizes éricoides (Pezizella
ericae) peut étre aisément maintenu sur un mi-
lieu synthétique. Son aptitude a se segmenter en
courts fragments est particuliérement favorable a
la production d'inoculum (Pons et al, 1982).

Le probiéme est beaucoup plus complexe
avec les champignons des mycorhizes a vési-
cules et arbuscules. En effet, les Endogonacées
sont des symbiotes obligatoires qui doivent tou-

L'utilisation pratique des mycorhizes passe par
des études théoriques sur les modalités de leur
établissement, de leur fonctionnement et de leur
maintien sur la plante héte.

Pour ces études, il est souvent nécessaire de
pouvoir disposer de mycorhizes obtenues en
conditions contrdlées, ce qui implique la capacité
de contrler la culture des 2 partenaires, notam-
ment du symbiote fongique, afin de réaliser les
inoculations.

En général, la culture des champignons des
symbioses ectomycorhiziennes est relativement
facile sur des milieux artificiels et diverses tech-

jours étre associés avec une plante héte et, mal-
gré de nombreux essais (Strullu et Romand,
1986, 1987), on ne sait pas cultiver ces champi-
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gnons sur un milieu synthétique. Le probléme
est d'autant plus aigu que ce type de mycorhize
est largement répandu et qulil est rencontré
aussi bien dans des plantes herbacées d'intérét
agronomique que dans des essences forestieres
tempérées ou tropicales.

Plusieurs méthodes de production d'inoculum
ont été proposées (Biermann et Linderman,
1983; Gonzalez et Barrios, 1983; Elmes et
Mosse, 1984; Mosse et Thompson, 1984; Elmes
et al, 1984; Dehne et Backhaus, 1986; Mugnier
et Mosse, 1987; Coltman et al, 1988; Hung et
Sylvia, 1988; Sreenivasa et Bagyaraj, 1988a et
b). Compte tenu des difficultés de culture des
Endogonacées, le principe de la plupart de ces
méthodes est de réaliser une culture préalable
sur une plante héte intermédiaire, parfois réduite
a un systeme racinaire transformé (Mugnier et
Mosse, 1987) et d'utiliser des fragments de ra-
cines infectées ou du substrat de culture comme
inoculum. Beaucoup plus rarement, ce sont les
vésicules qui constituent l'inoculum (Biermann et
Lindermann, 1983; Strullu et Romand, 1987).

Ces techniques différent par le choix de la
plante héte et par sa culture, effectuée, soit en
pot, soit en culture hydroponique ou aéroponi-
que, en conditions axéniques ou non.

Beaucoup de ces techniques nécessitent une
mise en ceuvre complexe et un équipement so-
phistiqué et coGteux. Il nous est donc apparu in-
téressant de présenter les résultats préliminaires
d'une nouvelle méthode simple permettant de
maintenir le champignon et d'obtenir de l'inocu-
lum en milieu clos.

MATERIEL ET METHODES

Choix de la plante hote

Nous avons retenu comme plante héte, une espéce
herbacée de la famille des Labiacées, d'origine aus-
tralienne, le Plectranthus australis (fig 1). Il s'agit
d'une espéce peu exigeante, présentant une crois-
sance continue toute I'année et offrant une grande ap-
titude au bouturage et a la production d'un chevelu de
fines racines.

Choix des endophytes

Pour les mycorhizations, nous avons utilisé plusieurs
espéces d'Endogonacées :

— Glomus mosseae,

— Glomus intraradices,
— Glomus monosporus,
— Gigaspora margarita.

La 1re espéce nous a été fournie par le laboratoire
de microbiologie du centre de recherches forestiéres
de I'INRA, & Champenoux, les 3 autres espéces par le
laboratoire de physiopathologie végétale de I'INRA a
Dijon.

Avant leur transfert sur Plectranthus australis, ces
espéces sont maintenues sur de I'oignon ou du poi-
reau.

Culture et mycorhization
de Plectranthus australis
en conditions contrélées

La culture et la mycorhization de Plectranthus austra-
lis sont effectuées dans des bocaux de 1 1 & couvercle
métallique vissé.

Les bocaux sont remplis & moitié d'un substrat com-
posé de 2/3 de vermiculite et 1/3 de tourbe non fertili-
sée, et imprégné par 100 cm3 du milieu de Melin-
Norkrans, modifié par Marx (1969), et dans lequel
nous avons réduit de moitié la quantité de glucose.

— (NHy)s HPO, 1,89 mol.I-!
— MgSQ,, 7 H,0 0,61 mol.i-1
— KH,PO, 0,37 mol.I-
— NaCl 0,43 mol.I-1
— CaCl, 0,49 mot.I-
— thiamine HC! 0,29 mol.I-
— glucose 27,8 mol.I-!
— extrait de malt 30 g

— citrate ferrique a 1% 1,2 mi

— eau distiliée 1000 ml

Les bocaux renfermant le substrat et le milieu nutri-
tif sont désinfectés par un passage a l'autoclave du-
rant 20 min a 120 °C.

Les fragments de tige de Plectranthus australis,
comprenant 1 ou 2 nceuds avec des feuilles bien dé-
veloppées et un entre-nceud, sont désinfectés par un
trempage de 1 min dans l'alcool absolu puis rincés
plusieurs fois par 'eau distillée stérile, ils sont ensuite
légérement enfoncés (2 a 3 cm) dans le substrat de
culture contenu dans les bocaux.

L'inoculum introduit en méme temps que la bouture
peut étre constitué, soit par des fragments de racines
d'une plante mycorhizée et qui sont désinfectés
comme les boutures, soit pour Gigaspora margarita,
par des spores désinfectées en surface (Pons, 1984).

Toutes les opérations sont effectuées sous la hotte
a flux laminaire.

Les bocaux sont ensuite fermés et placés sous une
rampe lumineuse (12 tubes Sylvania Grolux de 30 W)
réglée en jours de 12 h. La température est comprise
entre 25 et 28 °C.
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Les témoins sont réalisés en cultivant des boutures
en bocal sur le substrat désinfecté auquel il n'a pas été
rajouté d'inoculum.

Techniques d'observation

Microscope photonique

Coloration par le bleu trypan

Aprés 2 mois de culture, et pour contréler l'installation
de la mycorhize, nous avons prélevé des racines et
pratiqué une coloration selon la méthode de Phillips et
Hayman (1970).

Observation des coupes semi-minces

Les coupes semi-minces sont réalisées a partir d'ob-
jets préparés pour la microscopie électronique. Elles
sont colorées par le bleu de toluidine a pH alcalin.

Microscopie électronique

Les fragments de racine ont été fixés par la glutaraldé-
hyde a 2,5% dans du tampon phosphate a pH 7,2 pen-
dant 6 & 8 h a la température de la glace fondante, en-
suite les objets sont rincés par le méme tampon, puis
postfixés & l'osmium (2%, 1 h), déshydratés par 'acé-
tone et inclus dans I'épon (Boudarga et Dexheimer,
1988; Boudarga, 1989).

Les coupes minces sont faites a ['ultramicrotome a
l'aide d'un couteau de diamant. Elles sont recueillies
sur des grilles en cuivre puis colorées par le citrate de
plomb et I'acétate d'uranyle.

RESULTATS

Choix des boutures

Pour déterminer quel type de bouture assure une
production rapide et importante de racines, nous
avons bouturé des fragments de plantes compre-
nant :

— 1 nceud avec une paire de feuilles et un entre-
nosud,

— 2 nceuds feuillés séparés par un entre-nceud,
— 1 ou 2 nceuds avec ablation des feuilles.

Dans tous les cas, il se forme, le long des
entre-nceuds, des racines adventives. Les bour-
geons axillaires se développent et donnent une
tige feuillée (fig 2). Toutefois, les boutures com-
prenant 2 noeuds feuillés présentent la crois-
sance la plus rapide et le développement raci-
naire le plus important. C'est ce type de bouture

que nous avons utilisé pour [a suite des expé-
riences.

En une dizaine de j, le substrat est colonisé
par les racines qui sont bien visibles 3 travers la
paroi du bocal (fig 3).

Contréle de la mycorhization

Deux mois aprés l'introduction de l'inoculum (ra-
cines infectées ou spores) dans le bocal, nous
avons pratiqué des controles en microscopie
photonique et électronique, afin d'apprécier le
degré d'infection des boutures de Plectranthus
australis. Pour toutes les espéces d'endophyte,
les résultats sont identiques a queiques détails
prés, comme ['abondance relative des arbus-
cules et des vésicules.

Coloration par le bleu trypan

Dans les racines colorées par le bleu trypan,
nous avons observé un réseau d'hyphes inter-
cellulaires et des arbuscules. Cependant, cer-
taines racines contiennent surtout des vésicules
inter- et intracellulaires. L'infection est trés forte
et quasiment toutes les racines observées pré-
sentent une colonisation importante par I'endo-
phyte (fig 4).

Les racines des témoins sont toujours in-
demnes d'infection.

Coupes semi-minces

L'observation, aprés coloration par le bleu de to-
luidine, de coupes semi-minces montre que les
arbuscules sont localisés dans les cellules du
cortex interne de la racine (fig 6). Le réseau
d'hyphes intercellulaires pouvant étre, soit tres
dense, soit beaucoup plus lache.

Microscopie électronique

L'examen au microscope électronique de
coupes minces permet de préciser ces observa-
tions. Les cellules du cortex interne dont le cyto-
plasme est dense et peu vacuolisé renferment
de nombreux hyphes, de diamétres variés cor-
respondant & un arbuscule (fig 7). L'interface
entre les hyphes et le cytoplasme de la cellule
hote est toujours limitée par une membrane
plasmalemmique.

De méme, dans les méats intercellulaires, des
sections d’hyphes de gros diamétre témoignent
de 'existence d'un réseau intercellulaire.
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Cette organisation est celle qui a déja été dé-
crite de nombreuses fois dans les mycorhizes a
vésicules et arbuscules naturelles ou artificielles.

Examen du substrat de culture

Le substrat de culture a été tamisé selon la tech-
nique préconisée par Gerdemann et Nicolson
(1963) et, en examinant sous la loupe binocu-
laire ou le microscope les diverses fractions,
nous avons observé de nombreux sporocarpes
et les spores de I'endophyte (fig 5).

Fig 1. Fragment de tige feuillée de Plectranthus australis.
Fig 2. Une bouture enracinée.

Fig 3. Culture des boutures en bocal de verre sur un mé-
lange de tourbe et de vermiculite. Remarquer (flaches) les
racines appliquées sur la paroi de verre.

Fig 4. Coloration par le bleu trypan d'une racine révélant la
présence d'un réseau d'hyphes intercellulaires et d'arbus-
cules (G x 180).

Fig 5. Sporocarpes de Glomus mosseae, isolés & partir du
substrat (G x 253).

Fig 6. Coupe semi-mince d'une racine hébergeant I'endo-
phyte (G x 676).

Fig 7. Microphotographie électronique d'une cellule héte ren-
fermant de nombreuses sections d'un arbuscule (G x 3 900).
La longueur du trait noir représente 1 um.

Utilisation des racines
et du substrat comme inoculum

Enfin, nous avons réalisé des infections en
conditions contrélées en utilisant comme inocu-
lum des fragments de racine de Plectranthus
australis, du substrat de culture ou, pour Gigas-
pora margarita, des spores isolées par tamisage
(Gerdemann et Nicolson, 1963).

L'inoculum a été essayé sur des boutures de
Plectranthus australis et sur des plantules d'Eu-
calyptus camaldulensis obtenues, soit par germi-
nation de graines, soit par micropropagation.
L'infection a été réalisée en bocal sur un substrat
stérile ou pour les spores isolées, en boites de
Petri selon la technique que nous avons précé-
demment décrite (Boudarga et Dexheimer,
1988).

Dans tous les cas et quelles que soient la na-
ture de linoculum et la technique de mycorhiza-
tion employée, en 8 semaines, nous avons ob-
servé la formation d'endomycorhizes a vésicules
et arbuscules.

DISCUSSION ET CONCLUSION

La taille importante de la plupart des plantes
hétes utilisées exclut la possibilité d'obtenir leur
développement en milieu confiné, condition im-
portante pour limiter les infections accidentelles.
II est duailleurs difficile d'obtenir des plantes
hétes parfaitement axéniques, sauf si I'on utilise
des racines transformées ou des graines qui
peuvent étre désinfectées en surface. Mais il faut
alors attendre plusieurs semaines pour obtenir
une quantité importante de racines.

Le Plectranthus australis présente une grande
aptitude au bouturage, ce qui garantit une pro-
duction rapide de racines adventives néoformées
qui, n'ayant jamais été en contact avec la micro-
flore du sol, sont indemnes de toute infection.
Les problemes de désinfection de la plante héte
sont donc trés simplifiés, puisqu'il suffit de désin-
fecter la bouture sans racines, avant lintroduc-
tion dans le bocal de culture.

Bien que la plante puisse présenter un grand
développement (tiges de plusieurs dizaines de
cm), il est tout a fait possible de la maintenir en
bocal pendant plusieurs semaines.

Nos études antérieures (Boudarga, 1989) ont
montré que cette espéce peut trés facilement et
tres abondamment former des mycorhizes avec
les Endogonacées.
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Les vérifications par observation en microsco-
pie photonique et électronique ont montré que la
culture des Plectranthus en milieu confiné ne mo-
difie pas I'aptitude a la mycorhization et que les
mycorhizes formées présentent une organisation
identique a celle observée sur des mycorhizes
obtenues avec des plantes cultivées en pots
(Boudarga, 1989).

Enfin, des fragments de racines renfermant
lendophyte ou du substrat contenant des
hyphes, des spores et des sporocarpes, peuvent
étre utilisés comme inoculum pour multiplier le
champignon. Nous avons ainsi infecté des bou-
tures de Plectranthus australis, des semis et des
vitroplants d'Eucalyptus camaldulensis.

L'utilisation de boutures de Plectranthus aus-
tralis élevées en milieu confiné, en conditions
axéniques, apparait donc comme tout a fait va-
lable pour maintenir en conditions contrélées les
champignons endomycorhizogénes et produire
de l'inoculum.

Il est vraisemblable que cette technique puisse
aussi étre utilisée avec d'autres espéces de
plante héte se bouturant facilement et présentant
un développement réduit, compatible avec la cul-
ture en milieu confiné. Cependant, nous ne
l'avons développée actuellement qu'a une petite
échelle, pour maintenir nos souches et produire
linoculum nécessaire aux travaux du laboratoire.
Il est certain que d'autres études sont néces-
saires pour passer a une production plus impor-
tante d'inoculum.
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