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ABSTRACT - A procedure for effective inoculation of micropropa
gated vine and oíl palm with endomycorrhizal fungi during an easly 
post in vitro rooting phase is described. The interest of coupling this 
technique with that of micropropagation is discussed. 

INTRODUCTION 

La vigne (Vitis vinifera L.) et le palmier a huile ( Elaeis 
guineensis JACQ.) comme la presque totalité des arbres 
fruitiers des régions tempérées et tropicales forment, en con
ditions naturelles, des endomycorhizes a vésicules et arbus
cules (V AM). 

Dans le cas de la vigne, il a été montré que les champi
gnons Y AM peuvent améliorer la croissance de cette plante 
en sois désinfectés et en conditions contrólées (GEBBING 
et al., 1977 ; SCHUBERT et CAMMARATA, 1986). Chez 
le palmier a huile, l'importance des endomycorhlzes VA 
dans la croissance et la nutrition phosphatée a été mise en 
évidence sur des plants issus de graines (SHERIFF, 1981 ). 
La pratique de la culture in vitro dans les programmes 
d'amélioration de la vigne (MARTIN et al., 1987) et du 
palmier a huile (NOIRET et al., 1985 ; DUV AL el al., 
1988) a abouti a la production de plants totalement dé
pourvus de leurs symbiotes endomycorhiziens pendant la 
premiére étape de leur croissance. Plusieurs travaux ont 
montré I'intérét et I'importance de l'endomycorhization 
dans la reprise et la croissance des végétaux supérieurs 
issus de la multiplication in vitro, au moment du repiqua
ge : framboisier (MORANDI et al., 1979) , porte-greffe 
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RESUME - L'asticle montre l'efficacité de l'inoculation endomy
corhizienne lors d'un sevrage précoce de vitroplants de vigne et de 
palmier a huile . Les effets bénéfiques obtenus sur le développement 
des plantes démontrent l'intér!t de cette technique pour une utili
sation •couplée avec la micropropagation . 

de cens1ers, de pommiers et de pomers (GIANJNAZZI 
et al., 1983 ; GlANlNAZZI, 1983 ; GIANINAZZI et al., 
1986), palmier a huile (BLAL et al., 1987) et porte-greffe 
de vigne (RA VOLANIRINA et al., 1988) . 

Toutes ces observations ont d'une part, souligné l'in
térét de l'endomycorhlzation et d'autre part, suscité une 
étude sur le choix du stade le plus opportun pour l'intégra
tion des endomycorhizes dans le cycle de production des 
vitroplants. L'endomycorhization in vitro, c'est-a-<lire 
pendant le processus de multiplication végétative en milieu 
axénique, a pu étre obtenue avec succés sur des porte-greffe 
de cerisiers, de pommiers (M26) et de vigne (S04 102) 
(PONS et al., 1983 ; RA YOLANIRINA et al., 1987). 
Mais dans le cas de la vigne la comparaison de comporte
ment en serre des plants inoculés in vitro et des plants 
inoculés post vitro montrait que l'endomycorhization 
post vitro avec des souches V AM efficaces est plus bénéfi
que aux plantes que l'endomycorhization obtenue directe
ment in vitro (RA YOLANIRINA et al., 1988). 

Compte ten u de ces résulta ts , nous rapportons ici, en 
nous servant de la vigne et du palmier a huile, la mise au 
point d'une méthode d'endomycorhization post vitro de 
plants micropropagés, susceptible d'étre appliquée a plu
sieurs espéces multipliées in vitro et valorisan t au mieux 
ces deux biotechnologies. 



166-

MATERJEL ET METHODES 

Production de vitroplants. 

Les vitroplants de vigne, porte-greffe S04 102 , sont 
produits selon la méthode de CARRE et al. (1979) et ceux 
du palmier á huile. clone LMC 088, nous ont été foumis 
par la Station de l'IRHO de La Mé (Cóte d'Ivoire). 

lnoculum de champignons VAM. 

Le choix des différents champignons VAM a été effec
tué en fonction des substrats de sevrage et de repiquage 
respectivement utilisés pour chacune des espéces végétales 
(GIANINAZZI et al., 1988). Dans le cas de la vigne, les 
vitroplants ont été inoculés avec les champignons VAM 
suivants : Gigaspora margarita (LPA2), Glomus mosseae 
(LPAS), G. ca/edonicum LPAI 2) et G. fasciculatum (LPA 
7). Pour le palmier á huile on a utilisé un isolat endomy
corhizogéne VAM (LPA 21) provenant du sol de Dabou 
(Cóte d'lvoire) . Les champignons VAM destinés á inoculer 
les porte-greffe de vignes sont multiples sur des poireaux 
dans des armoires clirnatisées. Les spores des champignons 
V AM et les graines des poireaux sont désinfectées en surfa
ce, alors que les pots de culture et les sois utilisés le sont 
aux rayons gamma. Avec le développement des poireaux , 
les champignons VAM se multiplient sur leurs racines en 
forman! des endomycorhizes. Celles-ci sont récoltées 
aprés 2 á 4 mois de culture, lavées, contrólées pour leur 
état phytosanitaire , désinfectées ou non en surface (2 p. 
100 chloramine T/10 min), et fragmentées pour servir 
d'inoculum . Les cultures de poireau endomycorhizées 
sont arrosées á l'eau déionisée. Les champignons VAM des
tinés á l'inoculation du palmier á huile sont multipliés 
dans les mémes conditions mais sur Tephrosia candida 
et en partan! de fragments d'endomycorhizes. 

Techniques d'inoculation. 

Que! que soit le procédé de production des vitroplants, 
deux méthodes d'inoculation ont été appliquées et compa
rées pour chacune des espéces végétales utilisées. 

• lnoculation au repiquage . 

Les vitroplants de vigne sortis du tu be aprés 6 semaines 
de rhizogenése , sont repiqués individuellement en pot de 
SOO mi contenant un mélange de terre/tourbe/gravier/ 
(TTG S0:2S :2S) préalablement stérilisé aux rayons gamma. 
L'inoculum VAM est apporté sous forme de fragments 
d'endomycorhizes a raison de O,S g/plante. 

Dans le cas du palmier á huile, les vitroplants sont sevrés 
4 á S semaines, groupés en terrine , dans un mélange de 
sable et de sol acide sableux de Dabou (86 p . 100 de sable, 
9 ppm de P Olsen , pH 4 ,8) stérilisé aux rayons gamma. 
Les palmiers a huile racinés sont alors repiqués individuelle
ment en pot de 500 mi sur le sol stérile de Dabou contenant 
de l'inoculum V AM comme pour la vigne. 

Lorsque l'inoculum est apporté sous la forme de spores , 
celles-ci sont utilisées a raison de SO spores par pot. 

Fruits - vol. 44, nº3, 1989 

• lnoculation au sevrage. 

U ne période de sevrage étant nécessaire pour le palmier 
a huile (Station de l'IRHO de La Mé , communication 
personnelle) nous avons cherché a inoculer les vitro-plants 
duran! cette période de rhizogenése et á raccourcir la durée 
de l'enracinement en tube. Les vitroplants de palmier á 
huile sont ainsi sortis du tube en tout début de rhizoge
nése (enviran 2 semaines.wlus tót que d'habitude) et sevrés 
pendant 4 á S semaines en présence d'inoculum VAM á 
raison de S g/2S plantes et par litre de substrat. 

Dans le cas de la vigne, les vitroplants sont sortis du 
tu be au stade de deux ébauches racinaires aprés avoir passé 
uniquement deux semaines (au lieu de 6 habituelles) sur le 
milieu de rhizogenése . Les plants sont sevrés pendant 2 a 
3 semaines, groupés en terrine dans le substrat TTG sté
rilisé , avec apport d'inoculum comme pour le palmier a 
huile. 

Les vitroplants de palmier a huile et de vigne ainsi 
endomycorhizés sont ensuite repiqués comme précédem
ment mais sans apport supplémentaire d'inoculum. 

Conditions de sevrage et d'élevage. 

Les vitroplants de vigne et de palmier á hui!e sont 
sevrés et repiqués en chambre climatisée (26/23ºC, 16 h, 
12.000 lux , 100 p. 100 HR) . Deux semaines aprés sevrage 
ou repiquage, l'humidité est réduite respectivement á 70 
p . 100 pour la vigne et a 80 p. 100 pour le palmier á huile . 
Ensuite le vitroplant du palmier a huile est élevé dans la 
méme chambre climatisée, alors que celui de Ja vigne est 
élevé dans une autre enceinte ayant une température de 
22/18°C. 

Pendant le sevrage, les vitroplants sont arrosés á l'eau ; 
la vigne re<;oit ensuite une solution de Long Ashton avec 
ou sans phosphore / foit á raison de 2 x 30 ml/ plante/se
maine, soit quotidiennement. Les palmiers a huile re<;oivent 
par semaine SO mi d'une solution nutritive sans ou avec 
phosphore (KCI 3 g/l , NH4 N03 2,S g/ l, Mg S04 3 g/l) ; 
le phosphore est apporté sous la forme de KH2 P04 et á 
raison de 66 ppm P pendan! la deuxiéme semaine qui suit 
le repiquage. Lorsque les vitroplants sont inoculés au repi
quage , ils re<;oivent leurs solutions nutritives respectives 
des la premiére semaine. 

Dans le cas de la vigne, les plants agés de 11 semaines 
sont endurcis en serre pendan! deux semaines puis trans
plantés au champ sur des parcelles désinfectées a la vapeur 
ou ils resteront 12 semaines. 

Estimation de la vigueur des vitroplants. 

La croissance des porte-greffe de vigne a été appréciée 
13 semaines aprés I'élevage en chambre climatisée, par la 
mesure de la hauteur des plantes (cm), du nombre de 
vrilles, de la longueur moyenne de la nervure principale 
des feuilles (cm) et aprés douze semaines de plantation en 
plein champ par la mesure du poids de matiére fraiche 
(g) des parties aériennes et de la hauteur (cm) des plants, 
coupés a 1 O cm du sol. 
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La croissance des plants de palmier a huile a été appré
ciée apres 5 mois de culture par la mesure des parametres 
suivants : poids de matiere fraiche (g) des parties aériennes 
et racinaires poids de matiere seche (g) des parties aérien
nes. 

L'estimation de J'infection endomycorhizienne des 
racines de plants de vigne et de palmier a huile, a été faite 
par Ja méthode de TROUVELOT et al., (1986) , apres 
éclaircissement et coloration des fragments de racines selon 
Ja technique de PHILIPPS et HA YMAN ( 1971 ). 

RESULTATS 

Effet de l'inoculation au repiquage des champignons 
VA sur la croissance des vitroplants. 

Tous les vitroplants de vigne et de palrnier a huile 
endomycorhizés, que! que soit le champignon V A utilisé, 
ont eu un meilleur développement que les témoins non 
inoculés (tableaux 1, 2 et 3) . Dans le cas de la vigne, cette 
stimulation de croissance est perceptible des la cinquieme 
semaine qui suit l'inoculation et varie en fonction du 
champignon V A utilisé. Le gain de croissance par rapport 
aux témoins non inoculés varie entre 172 p. l 00 (G. cale
donicum) et 291 p. 100 (G. fasciculatum) (tableau 1) . 
Pour tous les parametres étudiés, G. fasciculatum s'est 
avéré étre Je plus efficace, bien que dans tous les cas le 
taux de l'infection endomycorhizienne ait été satisfaisant 
(G. margarita 75 p. 100, G. ca/edonicum 83 p . 100, G. 
mosseae 94 p . 100 et G. fasciculatum 95 p . 100). 

Dans cette étude , il s'est avéré aussi que la forme de 
l'inoculum utilisé peut avoir une irnportance déterminante 
dans l'efficacité de certains champignons VA. En effet dans 
Je cas de G. margarita , un inoculum apporté sous forme de 
fragments d'endomycorhizes est inefficace : les plantes 
ainsi inoculées ne s'endomycorhizent pas et présentent une 
croissance identique a celle des témoins non inoculés. 
Par contre, apporté sous forme de spores, ce méme champi
gnon forme des endomycorhizes et stimule la croissance de 
la vigne d'une fai¡on comparable a celle obtenue avec G. 
mosseae et G. caledonicum (tableau l). En accord avec 
BIERMANN et LINDERMAN ( 1982), ces résultats pour
raient s'expliquer par Je fait que les fragments de racines 
infectées avec G. margarita ne contiennent pas de vésicules 
intraradiculaires. 

Comparaison de I'inoculation au sevrage et au repiquage 
dans la croissance des vitroplants. 

Le moment de l'inoculation influence significativement 
la croissance du porte-greffe de vigne et du palmier a huile. 
L'inoculation lors du sevrage précoce se montre plus effi
cace et bénéfique dans Ja stimulation de Ja croissance des 
deux especes étudiées que celle obtenue au repiquage clas
sique (tableaux 2 et 3). L'endomycorhization s'établit plus 
vite et se développe des la premiere semaine pour la vigne 
et des la troisieme pour Je palmier a huile , dont Je déve
Joppemen t des racines est plus len t. 

Dans le cas de la vigne, l'apport deux fois par semaine 
d'une solution nutritive avec phosphore , ne modifie pas le 
développement des plantes endomycorhizées au sevrage, 
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bien que le taux d'infection diminue. Cependant une crois
sance optimale des vitroplants a été obtenue en combi
nant l'endomycorhization au sevrage avec un apport quo
tidien d'une solution nutritive avec phosphore. 

Comportement en plein champ des vitroplants de vigne 
inoculés lors du sevrage. 

Les vitroplants de vigne transférés en plein champ ont 
eu 100 p. 100 de reprise. A pres 12 semaines de plantation, 
tous les plants endomycorhizés ont présenté une crois
sance significativement différente des témoins non inocu
lés. L'inoculation avec G. mosseae et avec G. fasciculatum 
a augmenté Ja croissance du plant respectivement de 329 p. 
100 et de 316 p. 100 (tableau 4) . IJ est intéressant de noter 
que Ja différence de J'effet mycorhyzien observé en chambre 
climatisée entre G. mosseae et G. fasciculatum s'est estompé 
au champ. La meilleure croissance obtenue en chambre 
climatisée chez les plantes inoculées avec G. fasciculatum 
pourrait étre due a Ja capacité de ce champignon de colo
niser plus rapidement les racines. 

DISCUSSION 

Les résultats rapportés ici mettent en évidence que Ja 
recherche de J'expression maximale de J'effet bénéfique des 
endomycorhizes V A passe non seulement par Je choix du 
champignon V A, du substrat et de Ja fumure a apporter 
aux plantes, mais aussi par Je moment de J'inoculation. 
RA VOLANIRINA et al. (1988) ont déja montré que 
l'endomycorhization post vitro est plus favorable que celle 
obtenue directement in vitro pour une stimulation rapide 
de la croissance des plants micropropagés. Nos travaux 
démontrent que l'endornycorhization post vitro est d 'au
tant plus efficace qu'elle est pratiquée conjointement a 
un sevrage précoce des plantes (ébauche de racines), c'est
a-dire tres tót dans le processus de rhizogenése. De ce 
fait , les plantes forment directement des endomycorhizes 
qui se développent ensuite aussi bien dans Je milieu de 
repiquage qu'apres transplantation au champ, rendant 
tout autre inoculation inutile . Cette endomycorhization 
précoce permet au vitroplant d'en tirer bénéfice , des son 
plus jeune iige, rnéme avec un apport quotidien d'une 
solution nutritive contenant du phosphore. 

En conclusion, ce procédé présente plusieurs avantages. 
Tout d'abord, il raccourcit sensiblernent Je temps de séjour 
du vitroplant dans le tube que ce soit pour la vigne ou le 
palmier a huile. Ensuite, il permet de conjuguer efficace
ment les processus d'acclimatation et d'endomycorhization 
pour disposer plus rapidement que par Ja pratique habi
tuelle de plants tres vigoureux a repiquer. Cependant, 
comme les plantes rnicropropagées peuvent étre repiquées 
apres sevrage dans des substrats non stérilisés contenant 
des champignons VA, J'inoculation ou sevrage assure J'in
,troduction de souches fongiques performantes. Enfin, notre 
procédé présente aussi J'avantage de réduire considérable
ment Ja quantité d'inoculum VA nécessaire, car avec 100 g 
d'inoculum VA il est possible d'inoculer 500 plantes. Cela 
est considérable quand on sait que les champignons VA ne 
peuvent pas etre cultivés seuls in vitro et que Ja production 
massive d'inoculum de bonne qualité est le principal obsta
cle a J'utilisation raisonnée des endomycorhizes en pro
duction végétale (GIANINAZZI et al., 1988). 
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TABLEA U 1 - lnfluence de quatre champignons VA sur la croissance de vitroplants de porte-greffe de vigne (S04 102) 
inoculés au repiquage, 13 semaines aprés microbouturage. 

Traitements hauteur des plantes (cm) nombre de vnlles/ plante Longueur de la nervure 
principale (cm) 

Plan tes témoins 21,S e 0 ,0 b 6 ,1 d 
Plan tes inoculécs avec : 

G. margarita 20,S e 0,0 b S,2 d 
G. margarita (spores) 39,0 b 0,4 b 8,2 be 
G. ca/edonicum 37,0 b 0 ,6 b 7,9 e 
G. mosseae 42,0 b 0,7 b 8,5 b 
G. fasciculatum 62 ,5 a J ,5 a 9 ,1 a 

Chaque valeur ·représente la moyenne de 6 répétitions. 
Dans chaque colonne les valeurs suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes a P =O.OS. 

TABLEAU 2 - lnfluence du moment d'inoculation par G. fasciculatum (+ G.f) sur la croissance du porte-greffe de vigne 
S04 102 produit in vitro, 13 semaines aprés microbouturage. 

lnoculations et lraitements Hau teur des plan tes Nombre de vrilles/ Longueur de la nervure Jnfection endomycorhizienne 
{cm) plante principale {cm) (p . 100) 

Repiquage 
Témoins -P 22 ,0 f 0,0 f 6,2 f Od 
+ G.f - P 66 ,6 d 2,3 d 11 ,S e 65 ,S b 
témoins+ P (*) 39,0 e 0,5 f 9 ,8 e Od 
+G .f+ P(*) 70,0 cd 3,2 e 11 ,7 e 57 ,6 be 

Sevrage 
Témoins -P 13,0 g 0,0 f 5,S g Od 
+ G.f - P 77 ,0 be 5 ,3 a 11 ,7 e 72 ,0 a 
Témoins + P (*) 4S ,O e 1,2 e 10,8 d Od 
+ G.f+ P(*) 79,8 b S,S a 12 ,1 e 60,0 be 
Témoins + P (**) 80,S b 2,0 d 13 ,3 b Od 
+ G.f+ P(**) 9S ,O a 4 ,0 b 14,5 a SI ,2 e 

Plants fertilisés deux fois par semaine (*) ou quotidiennement (**), avec Ja solution de Long Ashton avec phosphore 
Chaque valeur représente la moyenne de 6 répétitions. 
Dans chaque colonne les valeurs suivies d'une méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05 . 

TABLEAU 3 - lmportance de l'inoculation au sevrage avec le champignon endomycorhizogéne LPA 21 sur la croissance 
du palmier a huile produit in vitro (LMC 0.88) , aprés 5 mois de culture. 

P .f.a (g) p .f.r (g) P.s.a. (g) 1 Infection endomycorhizienne 
Traitements (p . 100) 

Plantes témoins 6 ,9 a 1,6 a 1,6 a o 
Plantes témoins + 66 ppm P 13 ,6 b 2,2 b 3,1 b o 
Plantes inoculées : 

au repiquage 21,1 e 11 ,0 e S,3 e 50 a 
au sevrage 28,1 d 16 ,4 d 6,9 d 65 a 

Chaque valeur représente la moyenne de 8 répétitions . 
Dans chaque colonne les valeurs suivies d 'une méme lettre ne sont pas significativement différentes a P = 0,05. 
P.f.a. : poids de matiére frafche des parties aériennes 
P .f.r. : poids de matiére fraiche des racines. 
P.s.a. : poids de matiére séche des parties aériennes. 
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TABLEAU 4 · Influence de l'inoculation au sevrage sur la croissance du porte·greffe de vigne 
(S04 102) en parcelles désinfectées au champ. 

Traitements 

Plantes témoins 
Plantes inoculées avec : 

Glomus mosseae 
Glomus fasciculatum 

Poids frais des parties aériennes (g) 

expérience l 

ISO b 

508 a 
474 a 

expérience 2 

238 b 

546 a 

Chaque valeur représente Ja moyenne de 9 répétitions 
Dans chaque colonne les valeurs suivies d 'une méme Jettre ne sont pas significativement 
différentes a p = 0,05. 
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ENTWICKLUNG EINER METHODE ZUR ZÜGIGEN 
ENDOMYKORRHIZATION VON VITROPFLANZEN. 
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KU RZF ASSUNG - Der Artikel verweist auf die Effizienz der Endo
mykorrhiza-lmpfung bei FrÜhentwohnung von Vitropflanzen der 
Weinrebe und der Olpalme. Die positive Wirkung für die Entwick
lung der Pflanzen zeigt die Bedeutung dieses Verfahrens bei einem 
gekoppelten Einsatz mit der mikroskopische n Vermehrung. 

PUESTA A PUNTO DE UN METOD RAPIDO DE 
ENDOMICORRIZACION DE VITROPLANTAS. 
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RESUMEN - El artículo muestra la eficacia de la inoculaci6n endo
micorriziana con ocasión de un corte precoz de vitroplantas de viña 
y de palmera de aceite. Los efectos benéficos obtenidos sobre el 
desarrollo de las plantas prueban el interés de esta técnica para una 
utilización emparejada con la micropropagación . 


