
LA CULTURE IN VITRO: UN OUTIL PRIVILEGIE DE PRODUCTION
D'INOCULA DE MYCORHIZES A VESICULES ET ARBUSCULES

T.A. DIOP*, M. GUEYE*, G. BECARD**, Y. PICHE*** et J.A. FORTIN****
*Centre de Recherche ISRA-ORSTOM, B.P. 1386 Dakar Sénégal

**U.S.D.A. Philadelphia, Pennsylvania 199118 USA
***C.R.B.F. - Université Laval, Québec, Canada GIK 7P4

****University de Montréal, Québec, Canada

Résumé: La cu~ture d'un champignon endomycorhizien à vésicules et arbuscules, Gigaspora
margarita en association avec des racines transfonnés de carotte, en conditions axéniques et
sur un même milieu, a pennis d'obtenir un inoculum de qualité selon un modèle simple et
reproductible. Ce système de culture pennet de produire massivement des hyphes mycéliens,
de nombreuses unités d'infection, des spores matures et viables. Ce modèle axénique a pennis
aussi de calculer d'une manière originale le degré de colonisation racinaire en relation avec
les autres paramètres de la mycorhization étudiés. Les racines génétiquement transfonnés par
le plasmide Ri T-DNA d'Agrobacterium rhizogenes méritent donc d'être prises en
considération dans les techniques de production d'endomycorhizes.

Abstract: Culturing Gigospora margarita, a VA endomycorrhizal fungus in association with
transfonned carrot roots, under axenic conditions, in a single medium, produces good quality
inoculum; the model is simple and can be reproduced. This culture system allowsfor massive
production of mycelium hypha, large numbers of infection units, and mature, viable spores.
This axenic model can also be used to ma/œ a most original calculation ofthe degree of root
colonization in relation to other mycorrhizal parameters being studied. The use of roots
genetically transfonned by the Ri T-ADN plasmide of Agrobacterium rhizogenes is worth
bearillg in mind whell àeveloping techniques for the production of endomycorrhiza.

Les mycorhizes à vésicules et arbuscules (MVA) constituent une association symbiotique entre
les champignons obligatoires et les racines de la grande majorité des plantes d'importance
économique considérable. Cette association se rencontre dans des sites écologiques très
contrastés allant des arctiques aux tropiques (Gerdeman 1968, Mosse 1973). Le rôle
bénéfique des MVA dans la nutrition phosphatée de la plante-hôte ainsi que dans d'autres
aspects de la nutrition minérale, de la protection contre le potentiel infectieux du sol, de
l'absorption en eau et de l'interaction positive avec les bactéries fixatrices d'azote a été
largement démontré (Azcon-Aguillar and Barea 1981, Nelson and Safir 1982, Francis et al.
1986).

Actuellement les connaissances écophysiologiques acquises permettent d'envisager l'utilisation
à grande échelle des mycorhizes endotrophes. De nombreuses techniques culturales (en pots,
aux champs, en serres, en hydroponie, en aéroponie, en conditions axéniques... ) tenant
compte du caractère de symbiote obligatoire, sont utilisées pour produire massivement de
l'inoculum MVA.

Ce présent article décrit l'utilisation de la culture in vitro pour produire dans des boîtes de
Pétri contenant un milieu minéral solide, de J'inoculum d'un champignon mycorhizien à
vésicules et arbuscules associé à des racines génétiquement transformées de carotte.
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MATERIEL ET METHODES

Production, extraction et purification de l'inoculum

Gigaspora margarita Becker et Hall, identifié sous le numéro DAOM 194757, et déposé au
Centre de Recherche en Biosystématique d'Ottawa au Canada a été utilisé comme symbiote
fongique pour la production d'inoculum. Les spores de G. margarita ont été produites de
façon massive au bout de six mois en conditions de serre en association avec le poireau
(Allium porum) dans le Turface (montmorillonite calcinée). Ce support physique est produit
par International Minerais and Chemical Corporation, Industrial Minerais Division, 421 East
Hawley Street, Mundelein, Illinois 60060, USA, et vendu à Québec par le Groupe vert, 76,
de la Pointe-aux-Lièvres Sud, Québec. Après six mois de croissance, le poireau a été enlevé
et le Turface a été lavé sous un filet d'eau à travers trois tamis superposés ayant
respectivement 500, 250 et 106 JLm de diamètre. Les agrégats déposés sur les tamis 250 et
106 JLm sont récupérés et centrifugés selon un gradient de densité constitué d'une solution de
Rénographine-60 à quatre concentrations (10%, 20%, 40% et 60%) à une vitesse de 1800
tours/min. Les spores de Gigaspora margarita blanches, jaunes, ou oranges présentes aux
interfaces, sont recueillies et mises en germination dans des boîtes de Pétri (100 x 15 mm)
contenant du milieu minimal M de White solidifié à 0.4% avec la gélose Gel gro. Les spores
viables germaient entre trois et six jours dans un incubateur à 27°C.

Culture de racines isolées

Les racines de carotte, génétiquement transformées par le plasmide Ri T-DNA
d'Agrobaetérium rhizogenes selon la méthode de Bécard et Fortin (1988) sont cultivées dans
le milieu M de White. Ce matériel racinaire cultivé in vitro est une source de matériel
végétal inépuisable pour des études aseptiques de mycorhization et sans apport exogène de·
régulateurs de croissance.

Inocultltion des racines isolées

L'unité expérimentale consistait en une culture d'un segment racinaire (mesurant 7 cm, âgé
de 17 j et pesant environ 0,05 g) non inoculé de façon dirigée par trois spores prégermées de
G. margarita dans une boîte de Pétri carrée (9 x 9 cm) contenant 40 ml de milieu M solidifé
à 0,4% de Gel gro (Fig. 1). Les boîtes de Pétri étaient placées verticalement à l'obscurité
dans un incubateur à 27°C. Deux bandes de coton (Cotons absorbants, Helthco DDI,
Montréal, Québec) stériles placées en bas de chaque boîte de Pétri absorbaient les
condensations d'eau dues à cette position.

Evaluation de l'endomycorhization

L'établissement de la symbiose endomycorhizienne était évalué périodiquement pendant 12
mois par des observations et mensurations sur les paramètres suivants: poids frais racinaire,
densité du mycélium extramatriciel, nombre de spores matures produites, nombre et longueur
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d'unités d'infection, degré de colonisation racinaire, viabilité des spores matures néoformées.
La présence du champignon était observée après un éclaircissement des racines au KOH 10%,
rinçage à l'eau distillée et coloration au noir de Chlorazol E selon la méthode de Brundrett
et al. (1984). Les racines colorées ont été écrasées délicatement entre lames et lamelles et
observées dans le glycérol au microscope photonique de type Zeiss.

Le pourcentage ou degré de colonisation racinaire a été évalué après coloration racinaire
suivant deux méthodes différentes. La première méthode de calcule était celle décrite par
Furlan et Fortin (1973). Des segments racinaires (1,5 à 2 cm) placés à intervalles réguliers
entre lames et lamelles sont observées au grossissement 16 X. Dans le champ optique du
microscope, le segment renfermant des hyphes indépendamment du stade ou de l'intensité de
la mycorhization était comptabilisé. Le rapport entre le nombre de points colonisés et le
nombre total de points observés représente le degré de colonisation racinaire. La deuxième
méthode est une méthode directe de calcule du degré de colonisation racinaire. Elle est
obtenue par un rapport entre la longueur totale des unités d'infection P.t la longueur de
l'ensemble du système racinaire. Une unité d'infection est constituée d'un segment racinaire
massivement envahi par les arbuscules intracellulaires. Dans nos conditions, la croissance
moyenne des racines transformées atteignait en moyenne 23 m de long après deux à quatre
mois de culture, juste avant la perturbation des corrélations trophiques.

Le comptage de spores matures a été effectué facilement sous la loupe binoculaire à cause de
la transparence de la gélose Gel gro. La viabilité des spores matures néoformées in vitro a
été testée selon quatre procédés de mise en germination durant une période de 10 jours, sur
un milieu minimal M de White gélosé. Ces essais de germination se faisaient suivant les
conditions suivantes: germination directe des spores produites en milieu fermé, germination
des spores en association avec des racines isolées, germination directe des spores ayant subi
des stérilisations de surface selon la méthode de Mertz et al. (1979), germination des spores
ayant préalablement séjourné au froid pendant une semaine.

Analyse statistique

Toutes les expériences ont été effectuées dans un incubateur suivant un dispositif
complètement aléatoire. Une boîte de Pétri (9 x 9 cm) contenant un segment de racine de
carotte transformée inoculée ou non constituait une unité expérimentale. Tous les deux mois
de culture, le poids frais des racines, le nombre de spores matures néoformées, le pourcentage
de colonisation estimé selon la méthode de Furlan et Fortin (1973), ont été obtenus à partir
de valeurs moyennes de 10 répétitions par traitement pendant les six premiers mois et de trois
répétitions par traitement à la récolte finale du douzième mois. Les autres paramètres
(pourcentage de colonisation racinaire calculé selon la méthode directe, nombre et longueur
d'unités d'infection mycorhizienne) ont été déterminés dans trois boîtes de Pétri inoculées
à chaque période de récolte durant toute l'expérience.

Le test statistique de comparaisons multiples de Waller Duncan (P < 0.05) a permis d'analyser
les paramètres moyens étudiés. Les données du poids frais et de la croissance racinaire ont
été interprétées par période de récolte et les autres variables, en fonction du temps.
L'homogénéité de la variance a été vérifiée par le test de Bartlet (Anderson and McLean
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1974). Un transformation logarithmique des données du pourcentage de mycorhization calculé
selon la méthode directe et une autre transformation racine carrée sur les spores matures
produites ont été nécessaires pour obtenir une distribution normale. A la fin de l'expérience
des corrélations linéaires (coefficients de Pearson au seuil de probabilité 0.05) ont été établies
entre toutes les variables suivies durant un an de culture. La viabilité des spores produites
était le pourcentage de germination de 15 spores testées par traitement sur une période de
culture de 10 jours.

RESULTATS

Poids frais des racines transfonnées inoculées et non inoculées

Le poids frais des racines transfonnées inoculées à été identique à celui des racines
transformées non inoculées (Fig. 1). Le poids frais des racines a augmenté rapidement durant
les deux premiers mois de culture, jusqu'à une valeur maximale au quatrième mois et a
diminué progressivement jusqu'au douxième mois. Le poids frais des racines a été aussi
négativement corrélée à tous les autres paramètres mycorhiziens (Tableau 3).

Figure 1. Evolution du poids frais des racines en boites de Pétri inoculées (PI) et non
inoculées (PT). Les barres verticales représentent l'écart type de la moyenne.
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Propagation in vitro du symbiote fongique

Nos conditions axéniques de culture ont permis un développement très rapide des structures
macroscopiques du champignon G. margarita. Une semaine après l'inoculation, les hyphes
mycéliens de G. margarita avaient une morphologie ondulatoire et pouvaient entrer en contact
avec les racines isolées ou croître le long de celles-ci.

Après deux mois d'incubation, le mycélium était très dense et couvrait toutes les boîtes de
Pétri. Cette propagation active du G. margarita a été aussi ponctuée de multiples cellules
auxiliaires ornementées typiques de l'espèce qui se formaient en surface par grappes.

La sporulation in vitro du G. margarita en présence des racines transformées de carotte était
effective vers le deuxième mois de culture. Les spores matures néoformées avaient une forme
régulière, elles étaient globuleuses et blanchâtres.

Elles apparaissaient isolément en surface dans les boîtes de Pétri et ne semblaient pas avoir
de zones préférentielles de formation. Elles pouvaient apparaître à l'intérieur des racines,
loin de celles-ci ou dans les bordures de pastilles d'inoculation. Par contre les spores
d'origine devenaient de plus en plus brunâtres avec le temps.

En moyenne on enregistrait trois spores matures produites au deuxième mois et un rendement
de plus de 400 spores par boîte de Pétri à la fin de l'expérience. A partir du quatrième mois
de culture toutes les boîtes de Pétri observées englobaient des nouvelles spores avec un taux
de présence allant de 15 à 39 propagules du champignon endomycorhizien.

Cette sporulation variable dans le temps se réalisait suivant deux grandes périodes: la
première était lente pendant toute la phase active de développement des racines isolées et la
deuxième était rapide avec une perte accentuée du poids frais de ces mêmes racines (Fig. 2).
La production axénique de nouvelles spores matures était corrélée positivement à 89 % et à
92 % respectivement à la longueur et au nombre d'unités d'infection (Tableau 3).

L'influence de l'inoculation en milieu fermé stérile était aussi visible par l'observation de
structures microscopiques typiques du G. margarita dans les cellules intraracinaires. Les
segments de racines colorées pouvaient présenter en même temps divers stades de
colonisation.

Les unités d'infection ou segments racinaires massivement envahis par le symbiote fongique
s'établissaient de manière variable dans le temps par une augmentation en nombre et en
longueur. Entre le deuxième et le douzième mois de culture, le nombre moyen d'unités
d'infection passait de 71 à 479 et mesurait respectivement 1,75 et 5,10 mm.

L'évolution de ces derniers paramètres suivait la même allure dans le temps (Fig. 3). En
observant les unités d'infection, on était aussi frappé par le nombre élevé des points
d'adhérences du G. margarita sur les racines isolées.
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VÙl1Jilité des spores né%nnées en conditions in vitro

Le champignon G. margarita en association avec les racines génétiquement transformées de
carotte a produit de nouvelles spores matures et viables (Tableau 1). Les tests de germination
réalisés pour constater cette viabilité ont montré des taux différents. Quarante pour cent des
spores ont germé directement sur milieu M gélosé sans la présence de racines ou aucun
traitement préalable.

En présence de 1'hôte végétal ou après une stérilisation superficielle des spores le taux de
germination était de 26,70%. Le séjour au froid d'une semaine des spores avant leur
incubation à 27°C a induit un taux de germination de 33,33 % au terme des 10 jours
d'expérimentation.

Figure 2. Evolution du nombre de spores matures néoformées (Sp) et du poids frais des
racines inoculées (Pi) en milieu fermé
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Figure 3. Evolution du nombre et de la longueur des unités d'infection en boites de Pétri.
Nombre moyen d'unités d'infection (NUI), Longueur moyenne d'unités d'infection.
Chaque point représente la valeur moyenne de trois répétitions.
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Degré de colonisation racinaire

Les deux méthodes d'évaluation du taux de colonisation racinaire o~t donné des résultats très
distincts: a) la méthode Furlan et Fortin (1973) a montré que pendant les quatre premiers
mois de culture, les racines transformées de carotte étaient faiblement colonisées par le
symbiote fongique. Le degré de colonisation était inférieur à 20 %. La présence du
champignon était plus importante à partir du sixième mois avec un taux de présence de G.
margarita estimé à 89,80% au sixième mois et 93,57% en fin d'expérience. b) le degré de
colonisation racinaire estimé par la méthode directe de calcul durant les deux et quatre
premiers mois était en dessous de 1%, puis était approximativement égal à 3,35 au sixième
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mois de culture et à 10,57 % après douze mois, ce qui signifiait aussi qu'avec une production
fixe de 23 m de racines, seulement un peu plus de 2,43 m ont été réellement colonisés par
les arbuscules ou structures fongiques intraracinaires après un an de vie symbiotique. Mais
ce pourcentage calculé correspondait en fin d'expérience à près de 500 unités d'infection avec
un nombre important de points de pénétration du G. margarila.

Les deux méthodes d'estimation du pourcentage de colonisation racinaire étaient aussi
corrélées de façon différente à tous les autres paramètres mycorhiziens (Tableau 3). Le
pourcentage de mycorhization obtenu selon la méthode directe de calcul a été très positivement
corrélé à toutes les autres variables. A titre comparatif et sous nos conditions expérimentales,
le pourcentage de colonisation racinaire calculé à partir de cette dernière méthode pouvait
expliquer jusqu'à 95% la sporulation et à 97% la présence du nombre d'unités d'infection.

D'autre part, le pourcentage de mycorhization estimé selon la méthode Furlan et Fortin (1973)
se liait avec ces mêmes variables selon les taux respectifs de 47 et 84%. On remarquait aussi
que les unités mycorhiziennes d'infection étaient positivement corrélées (r > 0,80) aux
différentes méthodes d'évaluation de la colonisation racinaire.

Tableau 1. Pourcentage de gennination des spores néofonnées de G. margarita en
présence des racines transfonnées de carotte

Matériel

spores isolées
spores + racines
spores isolées après stérilisation
spores isolées après choc thermique*

% de germination

40,0
26,70
26,70
33,33

* Le choc thermique consiste à faire séjourner les spores à 4oC pendant une semaine avant
leur incubation à 27°C.

Tableau 2. Pourcentage de colonisation racinaire évaluée par deux méthodes différentes
sur une période de 12 mois de culture

Période de culture

2 mois
4 mois
6 mois
12 mois

Première méthode

14,90 d
16,25 c
89,80 b
93,57 a

Deuxième méthode

0,54 c
0,77 c
3,35 b

10,57 a

Dans les colonnes les valeurs non suivies par la même lettre sont significativement différentes
au seuil de probabilité 5 % (Test de Waller-Duncan).

436



MR TAHIR DIOP ET AL.

DISCUSSION

Nos conditions axéniques de coculture du G. margarila avec des racines transformées de
carotte ont permis l'obtention d'une importante biomasse racinaire, d'une dissémination active
du champignon avec des infections typiques et de nombreuses spores néoformées et viables.
L'évolution du poids frais des racines transformées de carotte inoculées avec G. margarila
et non inoculées était sensiblement identique pendant toute l'expérience. En effet, les cellules
des tissus racinaires transformées de carotte comme celle d'une tumeur végétale sont douées
naturellement d'un potentiel énorme de croissance sans apport hormonal (Tepfer 1984, Nester
el al. 1982). De plus ces racines isolées bénéficiaient dans le milieu M gélosé des facteurs
physico-chimiques favorables à leur développement. Dans ce milieu de culture, les
concentrations critiques ce carbone, d'azote et de phosphore ont été calculées suite à des
études comparatives avec le milieu d'origine de White. La grande stabilité thermique de la
gélose Gel gro contribuait aussi efficacement à l'établissement d'un système racinaire sain et
moins nécrosé, ce qui confère à ces racines une indépendance fonctionnelle vis à vis de la
colonisation progressive du champignon endomycorhizien.

Tableau 3. Corrélation linéaire entre les différentes variables mesurées

% est. Spores Long VI Nomb. VI % cale. PFR

% est. 1000 0,476 0,857 0,825 0,772 -o,ll)
Spores 1000 0,899 0,921 0,956 -o$')
Long. VI 1000 0,949 0,969 -o,7.JJ
Nom. VI 1 000 0,977 -o;;ft)
% cale. 1000 -ojIJ1
PFR HlD

Pourcentage de mycorhization calculé (% calc.); Pourcentage de mycorhization estimé (%
est.); Longueur d'Unité d'infection (Long. VI); Nombre d'Unités d'infection (Nomb. UI);
Poids Frais des Racines (PFR). NB: Les coefficients r de Pearson sont significatifs au seuil
de probabilité 0.05.

La présence d'un important réseau mycélien extramatriciel dans les boîtes de Pétri contenant
des racines inoculées était conforme avec les mesures caleulées de la croissance hyphale de
G. margarila (Bécard et Piché 1989a). D'autre part, la proliferation de cellules auxiliaires
typiques du champignon à la surface de la gélose avait déjà été mentionnée par Pons et
Gianinazzi-Pearson (1985) lors d'observation in vitro de la phase extramatricielle du G.
margarila.

La production de nouvelles spores matures en conditions aseptiques débute vers le deuxième
mois de culture. Ces spores produites in vitro avaient des tailles plus homogènes
comparativement à celles des propagules habituellement récoltées en conditions de serres.
L'évaluation de trois nouvelles spores produites après deux mois, rejoignait les résultats des
seules études aseptiques faites antérieurement sur G. margarita en association avec les racines
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de tomate par Miller-Wideman et Watrub (1984) qui avaient utilisé dix spores prégermées du
G. margarita comme inoculant potentiel.

Nos résultats obtenus dans des conditions axéniques, confirmaient que l'infectivité
endomycorhizienne dépend de la viabilité et de la physiologie des spores. La multiplication
des spores du G. margarita sous nos conditions de culture, était accélérée à partir de six mois
pour atteindre un rendement de 449 spores. La formation de ces nouvelles propagules,
exigeait au préalable la prolifération d'une grande biomasse végétative matérialisée par un
réseau extramatriciel très dense et par l'importance en longueur et en nombre des unités
d'infection intraracinaires. Cette sporulation accélérée coincidait aussi avec une chute aussi
accélérée du poids frais des racines et un ralentissement de la croissance racinaire. La forte
corrélation négative entre ces deux variables (r=-0,58) signifiait leur développement
asynchrone. Certains chercheurs (Hall 1976, Tommerup and Abott 1981) ont rapporté la
viabilité des hyphes endomycorhiziens dans les racines sénescentes ou mortes. Nos résultats
ont confirmé l'éxistence d'Une vie symbiotique active en conditions in vitro après un an de
culture. Le brunissement des spores "mères d'origine" révélait que ces derniers utilisaient
activement leurs réserves lipidiques au cours du temps.

L'observation microscopique des racines transformées de carotte après coloration, montrait
que le processus d'infection n'était pas synchronisé au niveau tissulaire. Les différentes
étapes de ce phénomène (formation d'appressorium, pénétration intercellulaire ou
intracellulaire) pouvaient être visualisées dans le même segment racinaire. L'établissement
mycorhizien en conditions aseptiques se manifestait par la présence d'unités d'infection. Ces
sites d'échanges nutritionnels préférentiels entre les deux partenaires symbiotiques devenaient
importantes avec le temps. Les données relatives aux unités d'infection expliquaient
amplement le processus de colonisation racinaire qui se réalisait de deux façons synchronisées
dans le temps: par une augmentation du nombre d'unités d'infection et par leur accroissement
en longueur.

L'évaluation de l'effet des symbioses mycorhiziennes est basée sur la quanti fication de
paramètres relatifs au macrosymbiote végétal (incidence sur la biomasse et la croissance des
systèmes racinaires, éléments nutritifs, vigueur... ) et ceux liés au microsymbiote fongique
(importance de la phase extramatricielle, nombre de points d'infection, activité reproductrice,
pourcentage de colonisation racinaire... ). Le degré de colonisation racinaire reste le
paramètre le plus employé. Récemment, Giovannetti et Mosse (1980) ont discuté des
différentes techniques d'évaluation des racines mycorhizées. Toutes les méthodes se révèlent
subjectives donc pouvant induire des surestimations erronées. La méthode de quantification
des chitines semble appropriée pour les cultures sur milieux synthétiques stériles pour
empêcher la mesure de parasites racinaires renfermant la substance. Une des contraintes à
son utilisation réside en la nécessité absolue d'utilisation d'une technologie complexe et
destructive pour aboutir à cette fm.

Les deux méthodes de calcul de pourcentage de mycorhization évaluées durant l'expérience
ont montré des résultats très différents. La première explication à ces faits, serait liée à leur
façon spécifique d'évaluation. Notre méthode directe de calcul (2eme méthode),
contrairement à ceJ/e de Furian et Fortin (1973) (1ère méthode), était étroitement corrélée à
la formation des spores, des unités d'infection et au développement des racines isolées. Cette
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méthode direct axée sur le stade ultime de la mycorhization, caractérisait fortement l'activité
métabolique du G. margarita en association avec les racines isolées. Ainsi, un pourcentage
de colonisation racinaire inférieur à 1% calculé avec cette dernière méthode directe, était
suffisant pour l'établissement d'une importante biomasse hyphale et pour déclencher la
sporulation du G. margarita.

Les spores des champignons mycorhiziens à vésicules et arbuscules peuvent présenter de
bonnes caractéristiques morphologiques et être non viables (Miller-Wideman and Watrub
1984, Mugnier and Mosse 1987). Ceci confirme la nécessité de vérifier leur viabilité avant
une utilisation à des fms pratiques ou fondamentales. Les nouvelles spores produites dans nos
conditions germaient selon quatre procédés de culture. Elles présentaient un meilleur taux de
germination (40%), quand elles étaient délicatement transférées dans un autre milieu gélosé
M neuf. Ce résultat est en désaccord avec les tests de Miller-Wideman et Watrub (1984) qui
mentionnaient la présence absolue de l'hôte végétal pour déclencher la germination de ces
spores. Les exsudations racinaires, la stérilisation de surface et les chocs thermiques avaient
aussi une influence sur la germination des spores sous nos conditions de culture. Il serait
intéressant de comparer le pouvoir germinatif de ces quatre procédés à plus long terme. Des
microorganismes non pathogènes pourraient aussi être testés dans la germination de ces spores
nouvellement produites (Mosse 1962, Mugnier and Mosse 1987).

La culture mixte in vitro de G. margarita et des racines isolées est un excellent outil pour
comprendre l'évolution de cette association symbiotique. Nos résultats ont montré que G.
margarita produisait en conditions axéniques de nouvelles spores matures et viables.
Cependant, cette capacité de sporulation, n'était seulement possible qu'après l'établissement
et le développement de structures extra et intramycéliennes, suivis d'une réduction des
activités métaboliques du partenaire végétal. La méthode directe de calcul du pourcentage de
colonisation racinaire, est très prometteuse pour évaluer la mycorhization en milieu fermé.
D'autre part la possibilité de cultiver en boîtes de Pétri d'autres champignons
endomycorhiziens en association avec les racines transformées (Chabot 1990) garantit la
diversité des sources d'inocula. Nos travaux ont aussi décrit pour la première fois la
productivité à long terme d'une association mycorhizienne dans un même milieu de culture.
Des expériences sont en cours pour réduire la période active de sporulation afin de réussir une
production axénique d'inoculum à plus grande échelle.
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