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Introduction générale

Les végétaux constituent un régne vivant trés vaste colonisant pratiquement tous les
milieux de la surface du globe terrestre. La végétation est ainsi un élément important d’un grand
ensemble naturel : I’écosystéme.

Au sein de celui-ci, des interrelations variées existent entre les organismes vivants (plantes
et/ou animaux). En effet, des relations de prédations, des interactions de compétitions, de
facilitations ont vu le jour, permettant aux différentes espéces de se contréler mutuellement. De
plus, ces différents organismes interagissent avec leur environnement et notamment le sol sur
lequel ils se développent. En milieu naturel, les végétaux comme le sol sont soumis aux
conditions climatiques qui constituent un autre aspect majeur de 1’écosystéme.

Si les organismes vivants influent sur leur environnement, I’inverse est également vrai
puisque, outre un role de support des plantes, le sol assure ["approvisionnement en eau et en
éléments minéraux nécessaires au développement de ces organismes et particuliérement a celui

des plantes.

I. LE SOL : UNE RESERVE D’ELEMENTS MINERAUX

Le sol présente une position d’interface entre 1’atmospheére, I’hydrosphére et la lithosphére.
11 constitue une formation de surface, d’épaisseur variable, résultant de la transformation de la
roche mere sous-jacente sous l’influence de divers processus physiques, chimiques et
biologiques.

C’est un milieu complexe tres hétérogene (Duchaufour, 1970 ; Callot et Jaillard, 1996) qui
est constitué d’une phase solide (les agrégats de taille variable), d’une phase liquide (la solution
du sol) dans laquelle circulent les éléments susceptibles d’étre prélevés par les racines des

végétaux et d’une phase gazeuse (I’atmosphére du sol).

A. CONSTITUTION DU SOL
1. La phase solide

Le sol comprend des éléments organiques en général minoritaires et des éléments

minéraux, constituant le plus souvent la majeure partie de sa masse (Duchaufour, 1970).
a. La matiére organique

La matiére organique d’un sol ou humus, provient essentiellement des apports externes de

la végétation (débris végétaux, feuilles, rameaux morts) et des pluviolessivats. Cet humus est



Eléments engagés dans des
complexes insolubles

(feldspaths, amphiboles, pyroxénes)

Altération physique et
chimique

Eléments séquestrés dans

les résidus végétaux et animaux intacts

A
Agents biologiques :
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progressivement dégradé en composés organiques plus simples sous D’action de différents
processus chimiques et biologiques.

Deux processus chimiques principaux interviennent, successivement dans le temps, dans la
dégradation de la matiere organique. Dans un premier temps, I’humification conduit & une mise
en réserve provisoire du carbone, sur et dans le sol, sous une forme plus ou moins complexe. Ces
substances organiques partiellement dégradées sont ensuite minéralisées, ce qui aboutit a la
libération dans le sol des éléments minéraux. La minéralisation de 1’azote comprend deux
¢tapes, 1’ammonification (production d’ions ammonium) et la nitrification (libération d’ions

nitrate). Ces différents processus sont assurés par différents agents biologiques.
b. Les éléments minéraux

Les €léments minéraux provenant de la dégradation de la matiére organique peuvent étre
classés en quatre catégories (Duchaufour, 1970) (figure 1) :

- les éléments dissous dans la solution du sol tels que le bicarbonate de calcium, le nitrate
de chaux, qui sont directement disponibles pour les racines des végétaux,

- les éléments adsorbés sous forme échangeable. Il s’agit d’anions (PO4”) et de cations
(Ca®", K", ...) généralement fixés dans le sol par les particules chargées négativement du sol : les
colloides (argiles, humus). Ces ions peuvent étre libérés dans la solution du sol, grice a des
phénomeénes d’échanges d’ions,

- les éléments absorbés sous forme non échangeable ou fixés. Certains cations (Fe3+)
sont normalement absorbés par les argiles sous une forme peu ou pas échangeable.

Toutefois, des éléments absorbés sous forme échangeable peuvent étre fixés plus fortement
sur les colloides lorsqu’ils sont en faible quantité, devenant ainsi difficilement accessibles aux
plantes,

- enfin les éléments engagés dans des combinaisons complexes qui sont totalement

insolubles (feldspaths, amphiboles, pyroxénes).
2. La phase liquide

L’eau de la solution du sol est un facteur important puisqu’elle assure, d’une part les
besoins hydriques des organismes vivants et d’autre part elle participe aux phénomeénes
d’hydrolyse conduisant a I’altération des minéraux.

Les mouvements d’eau dans le sol peuvent se produire dans deux directions distinctes :

- les mouvements ascendants, qui sont générés soit par I’absorption d’eau par les racines,

soit par I’évapotranspiration au niveau des feuilles, soit par ces deux facteurs,
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- et les mouvements descendants qui sont dus & la pesanteur.
3. La phase gazeuse

Elle est constituée de deux gaz principaux :

- I’oxygeéne atmosphérique qui est respiré par les organismes du sol. Ce gaz intervient
également dans les processus d’oxydation,

- le gaz carbonique, déchet de la respiration des organismes vivants, est restitué dans
I’atmosphére. L’activité respiratoire de la rhizosphére suit un cycle annuel. Elle est maximale

lors de la reprise de végétation, et minimale au cours de la période hivernale.

B. CARACTERISTIQUES DU SOL

La nature d’un sol est définie par un certain nombre de valeurs caractéristiques qui

renseignent notamment sur son fonctionnement :
1. Les caractéristiques physiques

Elles concernent la fraction solide du sol. Elles sont principalement au nombre de deux :

- la texture qui définit la proportion des différents constituants du sol (sables, limons,
argiles),

- la structure qui résulte de I’agencement des éléments du sol (forme, taille, disposition

des agrégats).
2. Les caractéristiques chimiques

Ces différents paramétres rendent compte de la dynamique du sol. Ils comprennent :

- le complexe absorbant. Celui-ci est formé par I’ensemble des argiles et des composés
humiques, qui par leurs charges négatives, sont susceptibles de retenir a leur surface sous une
forme échangeable certains ions de la solution du sol. Etant chargé négativement, le complexe
fixe exclusivement les cations. Il convient de préciser toutefois qu’il existe également un
complexe cationique fixant les anions,

- la capacité d’échange cationique (CEC ou T). Cette valeur rend compte de la quantité
maximale de cations qu’un poids déterminé de sol (100g) est capable de retenir,

- la somme des bases échangeables (S). Elle indique la quantité de cations basiques (Ca2+,
Mg?*, K*...) échangeables fixés sur le complexe & un moment donné,

- le taux de saturation en bases. Il est défini par le rapport S/ T et est exprimé en %,
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- enfin, le pH du sol. Le pH correspond a la quantité de protons libres dans la solution du
sol et indique donc le niveau d’acidité du substrat. Les protons qui sont chargés positivement,
peuvent étre fixés par les charges négatives du complexe absorbant au méme titre que d’autres
cations (Ca®*, AI’*, K*, ...). Donc, plus I"acidité d’un sol est élevée (plus le pH est bas), plus le
complexe absorbant du sol est occupé par les ions H* et désaturé en autres cations (Ca*", Mg,
Na’,...) susceptibles d’augmenter le pH. Les variations du pH sont donc liées & des échanges de
cations au niveau du complexe absorbant. Ces échanges assurent le pouvoir tampon du sol qui

lui permet de s’opposer aux variations brutales de pH.

Les études portant sur les effets du pH d’un milieu, précisent généralement I’origine du
substrat analysé. En effet, de par son hétérogénéité, le sol est constitué de nombreux microsites
possédant leurs caractéristiques pédologiques propres, qui peuvent différer les unes des autres.
En particulier, la distinction est faite entre le sol rhizosphérique, ¢’est-a-dire le sol au voisinage
des racines, et le reste du sol, au niveau desquels le pH doit varier (Nye, 1981 ; Marschner et al.,

1982 ; Ortas et al., 1994).

Ces différentes caractéristiques physiques et chimiques conditionnent le fonctionnement et
donc I’évolution du sol. Diverses études ont ainsi montré que le pH influe considérablement sur
la minéralisation des composés organiques. En effet, les pH acides ralentissent la dégradation de
ces composés, ce qui tend a augmenter 1’épaisseur de la couche humique et & inhiber la
minéralisation de I’azote (Bonneau et al., 1987 ; Robson et Abbott, 1989). De méme, Gilmour

(1984) a montré que la nitrification ne se produit pas pour des pH (eau) inférieurs a 4,1.

En fonction des conditions du milieu, les sols ont été répartis en différents groupes
correspondant a une évolution plus ou moins rapide de la matiére organique. Ainsi, les sols
montrant une décomposition biologique rapide de la litiére, sont généralement considérés comme
des sols riches en éléments minéraux et ’humus est dit de type mull. A P’inverse, les sols, au
niveau desquels la matiére organique est dégradée plus lentement, sont classés parmi les sols
pauvres et I’humus est de type moder voire de type mor lorsque la dégradation est extrémement

difficile.
II. LE SOL : UN HABITAT POUR LES ORGANISMES VIVANTS
Le sol constitue un biotope privilégié pour une grande variété d’étres vivants. Ces

organismes rassemblent la faune, la microflore du sol et les racines des végétaux. Ils sont

présents en tres grand nombre dans le sol et jouent un réle prépondérant dans la dégradation de la
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matiére organique de maniere directe et/ou indirecte (Pottier, 1986 ; Leyval et Berthelin, 1989 ;

Dighton, 1991 ; Gulyas et Fiileky, 1994 ; Zhu et Ehrenfeld, 1996).
1. La faune

La faune comprend essentiellement les Protozoaires, les Nématodes, les Arthropodes et les
Lombrics.

En prospectant le sol (Klironomos et Kendrick, 1995), ces animaux font office de
« laboureurs », améliorant de ce fait ’aération du sol et par conséquent ’activité microbienne.
De plus, les composés organiques sont partiellement dégradés dans le tube digestif de certains
animaux et sont rejetés ensuite dans les diverses couches du sol, assurant une meilleure
distribution de la matiére organique, ce qui induit également une stimulation de [’activité

biologique.
2. La microcénose

Parmi la microcénose, nous pouvons citer les Bactéries, les Actinomycetes, les
Champignons, les Algues et les Virus.

Aprés les Bactéries, les Champignons constituent un groupe de biodécomposeurs
particulierement efficaces puisqu’ils agissent directement sur la matiére organique via des
enzymes qui leur permettent d’avoir accés aux substances organiques complexes (Colpaert et
van Tichelen, 1996).

La litiere étant essentiellement constituée de débris végétaux, les composés les plus
difficilement dégradables sont principalement représentés par la lignine et les celluloses. Tous
les champignons ne possédent pas les mémes aptitudes a biodégrader ces substances et ce sont
surtout les champignons de type pourriture qui sont responsables de cette biodégradation
(Toutain, 1974 ; Sreng, 1977 ; Bending et Read, 1997). Ces champignons ligninolytiques
appartiennent a différentes catégories, les plus nombreux étant les champignons de pourriture
blanche. IIs posseédent notamment des activités cellulases, hémicellulases, peroxidases et laccases
leur permettant d’accéder aux sources carbonées et énergétiques que sont les lignines, les
celluloses et les hémicelluloses. Ces champignons ne sont en effet pas capables d’utiliser la
lignine comme seule source de carbone (Hammel, 1997).

La plupart des champignons mycorhiziens ne sont pas aptes a dégrader la lignine comme
les champignons ligninolytiques. Toutefois, les protéases et les phosphatases qu’ils produisent
leur permettent d’assimiler des substances carbonées, azotées et phosphatées déja partiellement

dégradées (Cairney et Burke, 1994 ; Zhu et al.,1994 ).
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3. Les racines des végétaux

Les racines des végétaux sont généralement concentrées dans les couches organiques et
organo-minérales du sol (Mikola, 1973 ; Vogt et al, 1980). En étant & proximité des
biodécomposeurs des substances organiques, elles peuvent bénéficier plus rapidement d’une
source permanente de nutriments simples libérés par la décomposition de la matiére organique
fraiche. En effet, les racines des végétaux présentent une capacité limitée & utiliser certaines
formes organiques des composés du sol et elles absorbent préférentiellement les formes simples
des nutriments.

Toutefois, si les fonctions de décomposition de la faune et de la microflore ne sont
aucunement contestées, I’effet de la présence des racines sur la dégradation de [’humus porte &
controverse. En effet, Gadgil et Gadgil (1971) ont été parmi les premiers & émettre I’hypothése
selon laquelle les racines des arbres suppriment la décomposition de la litiére. Ils ont ainsi
rapporté que l’exclusion ou !’enlévement des racines de Pinus radiata conduisait & une
accélération de la perte de litiere. En revanche, d’autres auteurs ont observé I’effet inverse (Staaf,

1988 ; Zhu et Ehrenfeld, 1996).

HI. LE SOL : SIEGE DE CHANGEMENTS SPATIO-TEMPORELS

Le sol est donc un milieu dynamique, siége de changements perpétuels dans 1’espace et

dans le temps du fait de facteurs physiques, chimiques et biologiques.
1. Changements dans I’espace

Comme cela a €té indiqué précédemment, le sol est un milieu trés hétérogeéne. Sa genese et
sa maturation ont abouti a une organisation en plusieurs couches superposées ou horizons. Cette
stratification s’explique en partie par les mouvements verticaux de I’eau. Ainsi, les courants
hydriques descendants provoquent la solubilisation de certains composés et leur entralnement en
profondeur, alors que les mouvements ascendants permettent des remontées d’éléments vers la
surface. Il se forme ainsi des horizons appauvris en certains éléments et des horizons
d’accumulation.

Par exemple, un sol podzolique se caractérise en particulier par la présence de deux
horizons profonds dit spodiques dont I’un (Bh) est enrichi en substances organiques solubles qui
ont été entrainées en profondeur ; I’autre (Bs) est un horizon d’accumulation des éléments tels

que le fer ou ’aluminium.
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2. Changements dans le temps

Un milieu naturel est soumis aux changements de différents facteurs notamment
climatiques. Ces variations peuvent agir directement ou indirectement sur le sol.

Ainsi, Dighton (1991) indique une meilleure minéralisation lorsque le taux d’humidité est
adéquat et que la température n’est pas trop élevée. De méme, la sécheresse et le chaleur sont des
facteurs favorables & une bonne nitrification. De plus, comme nous [’avons évoqué
précédemment, le fonctionnement du sol est régi par I’activité biologique laquelle est également
tributaire des conditions externes. Des changements de la composition et de 1’activité des
organismes du sol vont donc induire soit un ralentissement du fonctionnement du sol, se
traduisant par une accumulation de matiére organique, soit une accélération de la fonction de
décomposition. Ainsi, Klironomos et Kendrick (1995) ont indiqué que le contenu en eau et la
température sont parmi les facteurs les plus importants par leur influence sur la distribution et le
nombre des microarthropodes dans la litiére. En effet, les périodes séches et chaudes induisent
une réduction du nombre d’espéces animales. De méme, Sreng (1977) observe une activité plus
intensé des champignons ligninolytiques a I’automne qu’en été lorsque les températures sont

élevées.
IV.LES ELEMENTS MINERAUX ABSORBES PAR LA PLANTE

Les éléments minéraux sont classés en deux groupes selon leur importance physiologique :
¢ un élément minéral est qualifié d’essentiel lorsqu’il répond aux trois critéres suivants :
- ’élément est nécessaire & la plante pour une croissance et une reproduction
normales,
- la fonction de cet élément ne peut étre remplacée par d’autres éléments,
- cet élément a une fonction directe ou indirecte dans le métabolisme de la plante,
¢ les éléments minéraux qui stimulent uniquement la croissance ou qui compensent les
effets toxiques d’autres éléments, sont reconnus comme éléments bénéfiques (Heller er al.,

1989).
A. BIODISPONIBILITE DES ELEMENTS MINERAUX DU SOL
Les processus de dégradation de la matiére organique, qu’ils soient de nature chimique ou

biologique, sont donc soumis & différents facteurs climatiques et édaphiques (Weyman-

Kaczmarkowa et Pedziwilk, 1997) tels que le pH du sol, la température, I’humidité, la matiere
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organique ou encore la présence d’oxygene en quantité suffisante dans le sol. Les variations de
ces facteurs induisent une activité de décomposition plus ou moins intense et rapide, aboutissant
a une libération et a une disponibilité variables des €léments minéraux du sol (Berthelin ef al.,
1995).

Cette biodisponibilité des éléments minéraux résulte de phénomenes d’adsorption-
désorption, de complexation-décomplexation et de précipitation-dissolution, leur permettant de
transiter par différents compartiments (sol, végétation), définissant ainsi le cycle biologique des

éléments minéraux.

Le cycle biologique des éléments minéraux (figure 2) peut étre résumé sous la forme d’une

équation :
Prélévements = Immobilisation + Restitution

Les prélevements correspondent a la fraction absorbée par les racines. Cette fraction est
provisoirement stockée dans la biomasse végétale sous une forme inassimilable qui est remise en
circulation dans le sol, notamment lors de la chute des feuilles, permettant ainsi un recyclage des

éléments minéraux.

B. NATURE DES ELEMENTS MINERAUX ABSORBES
1. Les macroéléments

Chez les plantes supérieures, les macroéléments comprennent [’azote (1 & 3% de la matiére
séche), le potassium (2 & 4%), le calcium (1 & 2%), le magnésium (0,1 a 0,7%), le soufre (0,1 &

0,6%) et le phosphore (0,1 a 0,5%).
a. Le phosphore

Le phosphore est un macroélément métalloique présent dans le sol sous forme d’anions
(H,PO4", HPO4?). Les réserves minérales (apatites, phosphorites) et organiques de phosphore du
sol sont généralement sous une forme peu assimilable, ce qui rend la concentration en phosphore
dans la solution du sol faible. En effet, sa concentration est de 0,01 a 0,5 uM dans les sols
forestiers et de 1,5 uM dans les sols fertilisés (Strullu, 1988). Toutefois, le sol posséde un pool
« autodiffusible » de phosphore qui est en €quilibre cinétique avec la solution du sol permettant

de maintenir une faible concentration en phosphore sous forme assimilable.
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Chez les végétaux, le phosphore est un constituant important de plusieurs composés
organiques dont les acides nucléiques (ADN, ARN, ...) et les nucléotides phosphorylés tels que
I’ATP (adénosine triphosphate) dont les liaisons sont a haut potentiel énergétique. Le phosphore
entre également dans la composition chimique du NADP (nicotinamide-adénine-dinucléotide-
phosphate) qui est un coenzyme trés répandu. Par exemple, c’est le coenzyme de la GDH a
NADP, enzyme catalysant la synthése du glutamate, lequel incorpore ensuite la voie métabolique
des acides aminés. Sous la forme inorganique (Pi), le phosphore est un régulateur important des
transferts d’énergie (Schachtman er al., 1998). Il intervient notamment dans la synthése de

I’amidon dans les chloroplastes.
b. L’azote

L’azote est essentiellement assimilable par les végétaux sous la forme minérale : soit NH4"
présent dans le sol sous forme échangeable, soit NO3;™ présent sous forme soluble. Cet azote
inorganique représente des concentrations de 10 a4 100 uM dans la solution du sol soit moins de
1% de I’azote total (Marschner ef al., 1991 ; Attiwill et Adams, 1993). Cependant, dans le sol, la
réserve d’azote est majoritairement organique (la matiére organique fraiche, les composés
humiques, ...), excepté un peu d’ammonium trés minoritaire, et doit donc étre minéralisée pour
étre accessible a [’absorption par les plantes.

Dans les écosystemes forestiers des régions tempérées et boréales, la disponibilité en azote
est 'un des principaux facteurs limitant la croissance des arbres (Read, 1991). De fortes
quantités d’azote peuvent étre présentes dans les sols mais la plupart de cet azote est séquestré
sous forme de composés organiques solubles (protéines, peptides, acides aminés) ou insolubles
(Read, 1991).

Chez les végétaux, I’azote est un élément majeur puisqu’il est présent dans les acides
aminés, les peptides, les protéines, les acides nucléiques, les amides, les alcaloides, les hormones

et les vitamines.
¢. Le calcium

Le calcium est important & plusieurs niveaux. D’une part, c’est un nutriment minéral,
d’autre part, il joue un role essentiel dans la neutralisation de I’acidité du sol, le maintien de
’activité biologique et la structuration du sol. Il est en effet considéré comme un cation floculant

c’est-a-dire qu’il favorise la formation des agrégats qui sont a ’origine de la structure du sol.

Ce macroélément métallique est absorbé par les racines des plantes sous la forme de sels

solubles et assure un grand nombre de fonctions au sein des végétaux supérieurs.
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Ainsi, il joue un réle primordial dans la stabilisation des parois et dans les phénomenes
d’adhésion cellulaire (Jauneau er al., 1992). En effet, les parois des cellules végétales se
composent essentiellement de polysaccharides qui s’organisent de deux fagons :

- elles comprennent une armature constituée de fibrilles de cellulose,

- et une matrice formée de protéines structurales et fonctionnelles, d’hémicelluloses et de
pectines lesquelles sont stabilisées par les ions calcium (Roland, 1980). Les pectines sont des
polysaccharides dont I’axe principal est majoritairement composé€ d’acide D-galacturonique,
dont les monomeres sont li€s en a(1-4). Des unités rhamnose, branchés en a(1-2) et o(1-4),
provoquent des « coudes pectiques » (Gea, 1995). Les composés pectiques forment, dans la paroi
végétale, des gels calciques (figure 3). En effet, ces composés sont des polyanions (C¢-COO")
dont les charges négatives établissent des liaisons ioniques notamment avec le calcium. Les ions
calcium peuvent, grice a leur bivalence, unir deux molécules différentes. Il se forme alors un
réseau hydrophile capable de rigidifier la paroi (Rees, 1977). Le gel pectique, ainsi formé,

s’organise autour des microfibrilles de celluloses.

Bien que n’étant pas un constituant des membranes cellulaires, les ions calcium sont d’une
importance fondamentale dans la perméabilité membranaire, le transport et le maintien de
Pintégrité cellulaire (Heller et al., 1989). En effet, en raison de sa bivalence, ce cation est
adsorbé par les membranes biologiques qui sont généralement chargées négativement. La
fixation du calcium sur les sites négatifs des tétes polaires des phospholipides membranaires tend
a les rapprocher les unes des autres, diminuant ainsi la perméabilité cellulaire.

Par conséquent, la pénétration de I’eau et de la plupart des ions, s’en trouve freinée.
L’antagonisme que le calcium manifeste vis-a-vis des autres ions peut avoir des répercussions
favorables ou néfastes sur la nutrition de la plante. En effet, lorsque les ions extracellulaires sont
toxiques (métaux lourds par exemple) ou qu’ils sont présents & des doses excessives
(oligoéléments), le calcium posséde alors un effet bénéfique en réduisant leur passage dans les
cellules. Ce cation peut donc servir d’élément détoxifiant a I’égard de certains éléments toxiques.
En revanche, dans le cas ou les ions extracellulaires sont des éléments nécessaires présents a
faibles doses, la baisse de la perméabilité membranaire provoquée par la présence des ions
calcium, induit des risques de carences. Le cas le plus manifeste étant celui de la carence en fer,

induisant la chlorose ferrique, que I’exces de calcium provoque chez les plantes calcifuges.

Le calcium intracellulaire joue également un réle dans 1’équilibre osmotique des cellules et
il contribue a la neutralisation des acides organiques (acide oxalique, citrique et tartrique)

accumulés en excés dans les tissus dgés (Marschner, 1986).

10
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Enfin, les ions calcium ont une action similaire & celle des oligoéléments puisqu’ils
agissent en tant que second messager lors de la réponse des plantes a des stimuli externes et
qu’ils activent certaines enzymes comme les ATPases (Evans ef al., 1991). Bien que leur mode

d’action reste incertain, il semble qu’il favorise I’association de I’enzyme avec son substrat.

Le calcium peut donc avoir des effets néfastes ou bénéfiques. En fonction de leur tolérance
aux ions calcium, les végétaux sont qualifiés de calcicoles (Chéne pubescent) ou de calcifuges
(Pin maritime).

Pour les plantes calcifuges, le calcium est un élément toxique. Le caractére calcifuge
semble étre du & ’inaptitude que possédent certaines plantes & réguler la fixation du calcium, qui,
en exces, s’adsorbent sur les membranes provoquant des troubles de la perméabilité
membranaire. En revanche, les essences calcicoles, en présence de fortes doses de calcium, sont
capables de modifier la composition de leurs membranes (phospholipides notamment) dont le

pouvoir de fixer le calcium diminue.
d. Le silicium

Le silicium est le second élément le plus abondant dans la crofite terrestre. Dans les sols, il
entre dans la composition des argiles (kaolinite, illites, vermiculites, smectites,
montmorillonites...). En effet, les argiles sont des silicates d’aluminium plus ou moins hydratés
présentant une structure en feuillet. Lorsqu’il passe en solution, le silicium se trouve
principalement sous la forme d’acide monosilicique (Si(OH)4) qui est un acide tres faible. Sa
concentration varie entre 14 et 20 mg de Si/ litre de solution et est généralement plus faible dans
les sols dont le pH est supérieur a 7 (Marschner, 1986).

Si le silicium n’est pas indispensable a la vie, il ne présente pas d’effet toxique et est
fortement recyclé par les plantes. Il est généralement considéré comme un élément minéral
bénéfique pour un grand nombre d’espéces végétales comme les céréales (blé, ...) ou les
Equisetum. Deux grandes catégories de plantes ont ainsi été définies : les plantes accumulatrices

de silicium et celles qui ne I’accumulent pas.

Cet élément minéral assure un grand nombre de fonctions chez les végétaux et agit
principalement au niveau des parois cellulaires.

Il intervient notamment dans la stabilisation et la rigidification des tissus végétaux. En
effet, i1 peut étre présent sous forme de déplts inertes dans les parois cellulaires. En
conséquence, la présence de silicium peut moduler la synthése des lignines qui requiérent plus

d’énergie pour leur élaboration que la formation des dépots silicatés.
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De plus, le silicium peut s’accumuler le long des parois des cellules de I’endoderme
racinaire, notamment chez les plantes de culture (Bennett, 1982). Cette silicification de 1’assise
endodermique permet de préserver la stéle d’une invasion par des pathogénes et constitue donc

une barri¢re physique tres efficace (Marschner, 1986).

Le silicium joue également un réle dans la disponibilité d’autres éléments. Ainsi, il semble
que le silicium favorise la disponibilité du zinc, alors que son absence induit une diminution de
I’incorporation du phosphore inorganique (P1) dans les molécules telles que I’ATP, I’ADP ou les

sucres phosphates.

Il prévient également les toxicités par le manganese et le fer. Son mode d’action est encore
incertain, cependant, il pourrait agir sur les activités enzymatiques ou modifier la distribution des
éléments toxiques dans les organes notamment dans les parties aériennes. Le silicium améliore

aussi la tolérance des plantes a I’aluminium (Marschner, 1986).

Enfin, une stimulation de la croissance du végétal peut étre observée en présence de
silicium. Il augmente, en effet, 1’élasticité des parois cellulaires au cours de 1’élongation par le

biais d’interactions avec les pectines et les polyphénols.
e. L’aluminium

L’aluminium est un élément minéral présent en faible teneur dans les solutions du sol
lorsque le pH est supérieur a 5,5. En revanche, pour des pH inférieurs, il se trouve
principalement sous la forme échangeable (Garciduenas Pina et Cervantes, 1996).

Beaucoup de plantes sont sensibles a la teneur en aluminium et la toxicité aluminique se
manifeste principalement dans les sols acides. C’est ainsi que, chez les végétaux, cet élément
affecte la structure et la perméabilité membranaire en se fixant sur des sites de liaison de la
membrane plasmique. Il limite ainsi [’absorption d’autres éléments (Schaedle et al., 1989). Il
réduit également I’activité mitotique des cellules (Mangabeira et al., 1997). Néanmoins, a faible
dose, ["aluminium pourrait induire une stimulation de la croissance (Kinraide, 1993 ; Ryan et al.,
1994). Ces auteurs expliquent ce fait par la présence d’autres cations qui, en se liant aux sites
négatifs du plasmalemme entrent en compétition avec ’aluminium et limite ses effets.
L’aluminium agirait également en prévenant les toxicités par d’autres éléments minéraux
lorsqu’ils sont en excés tels que le manganése ou le cuivre (Kinraide, 1993). En effet, sa fixation

sur les sites de liaison membranaire limite 1’absorption d’autres éléments toxiques.
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2. Les oligoéléments

Sept oligoéléments ont été identifiés : le fer (Fe), le manganése (Mn), le cuivre (Cu), le
zinc (Zn), le bore (B), le molybdéne (Mo) et le chlore (Cl) (Marschner, 1986 ; Juste, 1988).

Dans les sols, les oligoéléments jouent un role important dans le processus d’humification
en catalysant ’oxydation des polyphénols. D’autre part, ils sont capables de former des
complexes avec les composés organiques chélatants.

Les oligoéléments sont indispensables & la vie des plantes et des micro-organismes du sol.
Au sein des plantes, ils interviennent a trés faible dose (inférieure & 100 mg.kg-1 de maticre
seche) (Trocme, 1970 ; Adriano, 1986) en tant que coenzyme dans les réactions métaboliques de
la respiration (Cu, Fe), de la photosynthése (Mn, Fe, Zn, Cu) ou encore de la réduction des
nitrates absorbés par les plantes (Fe, Mo).

Si les oligoéléments interviennent & trés faible dose, leur exces peut les rendre toxiques
pour les végétaux. Leur toxicité provient soit de leur abondance dans les sols soit de leur grande
biodisponibilité laquelle est favorisée dans les sols acides. A I’inverse, dans les sols calcaires
dont le pH est supérieur a 8, des carences en oligoéléments sont souvent observées notamment
du fait de I’abondance des ions calcium qui, d’une part, en occupant les sites du complexe
absorbant, empéchent la mise en solution des autres €léments et qui, d’autre part, provoquent au
niveau des végétaux des troubles de la perméabilité. C’est ainsi qu’en sol calcaire, les carences

en manganese et en fer ne sont pas rares.

V. LES VOIES DE L’ABSORPTION ET DU TRANSPORT DES ELEMENTS DU SOL

A. LES ORGANES RESPONSABLES DE L’ ABSORPTION

La nutrition minérale d’une plante dépend de I’aptitude que possede son systéme racinaire
a absorber 1’eau et les ions présents dans le sol.

Au sein d’un systéme racinaire, les racines ne sont pas toutes aptes a absorber les éléments
minéraux (figure 4). Ce sont principalement les racines courtes, essentiellement primaires, qui
sont bien adaptées a la fonction d’absorption et qui assurent la nutrition minérale et hydrique des
plantes. Toutefois, les racines longues, plutdt spécialisées dans la fonction de conduction des
ions, possedent une zone d’absorption localisée a I’apex et dans la zone sub-apicale de ’organe.
En revanche, la zone basale des racines longues différencie un cortex subérifié périphérique qui

réduit I’absorption des éléments minéraux.
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B. LES VOIES DE TRANSPORT DES ELEMENTS MINERAUX : LE SYMPLASME ET

L’APOPLASME

Lorsque les éléments minéraux du sol ont été absorbés par les organes, ils doivent traverser
les différents tissus biologiques pour atteindre les vaisseaux conducteurs de la plante.

Deux voies de transport ont ét¢ mises en évidence chez les végétaux : le symplasme et
I’apoplasme (figure 5).

Ces deux voies de transport peuvent coexister dans un méme tissu.
1. Le symplasme

Le symplasme d’un organe ou d’un tissu est formé par les continuums cytoplasmiques qui
constituent la voie de transport symplasmique. Au sein des cellules végétales, les interruptions
pariétales (plasmodesmes) entre des cellules contigu€s permettent la continuité cytoplasmique et
par conséquent, les échanges directs de cellule a cellule.

Par exemple, le silicium est un élément qui emprunte principalement la voie symplasmique
chez les plantes non accumulatrices de silicium. En effet, I’absorption et le transport du silicium
s’effectue via le courant d’eau qui est généré par I’évapotranspiration (Hutton et Norrish, 1974).
Par contre, chez les plantes accumulatrices de silicium, I’absorption de cet élément minéral est
fortement li¢ au métabolisme racinaire (Okuda et Takahashi, 1965). De méme, le transport du

phosphore suit la voie symplasmique (Van Praag et al., 1993).
2. L’apoplasme

La plupart des ions peuvent suivre la voie symplasmique, toutefois, certains éléments
empruntent une seconde voie de transport, I’apoplasme. C’est notamment le cas du calcium (Le
Disquet, 1997) dont la concentration cytoplasmique est strictement régulée. En effet, une
¢lévation de la teneur en ions calcium dans le cytoplasme des cellules indique un déréglement du
fonctionnement cellulaire.

L’apoplasme regroupe les structures extracellulaires : les parois, les lamelles moyennes, les
jonctions cellulaires ou les méats et les périplasmes (Le Disquet, 1997).

Le transport apoplasmique des ions a travers le cortex racinaire est interrompu au niveau
de I’assise endodermique. En effet, la différenciation de I’endoderme conduit & son
imperméabilisation au niveau des parois transversales et radiales. C’est ainsi que des dépdts de

lignine et de subérine sont progressivement incorporés & la paroi primaire au cours de la
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maturation des cellules: c’est le cadre de Caspary. Les éléments rejoignent alors la voie

symplasmique avant d’étre déversés dans les vaisseaux du xyleme.

VI. LES INTERACTIONS RACINES DES PLANTES - MICROORGANISMES DU SOL

Dans le sol, les racines des plantes sont environnées de nombreux micro-organismes. En
effet, la production de mucilage au niveau des coiffes racinaires constitue une réserve de
substances carbonées importante pour le développement de ces organismes. Toutefois, du fait de
’absorption des ions par les racines et les micro-organismes, la zone au voisinage des racines (la
rhizosphére) est trés rapidement appauvrie en éléments minéraux formant ainsi une zone de
déplétion. De plus, comme cela a été évoqué précédemment, les éléments minéraux nécessaires a
la croissance de la plante (P, N, ...) sont souvent impliqués dans des complexes difficilement
assimilables directement par les racines. Les végétaux ont donc développé des associations
symbiotiques avec différents organismes du sol, notamment les bactéries (fixation de 1’azote
atmosphérique) ou encore les champignons de maniére a pallier ces inconvénients. Les
organismes fongiques, outre la capacité a solubiliser les formes minérales complexes du sol,
développent un mycélium extramatriciel qui en explorant un volume plus important de sol,
augmente la surface d’absorption.

L’association des racines des végétaux avec des champignons porte le nom de mycorhize
(du grec mukes : champignon ; rhiza : racine) et constitue le type de symbiose le plus répandu
chez les plantes. Toutefois, la mycorhization des plantes n’est pas une généralité puisqu’elle est

absente chez les Cruciferes, les Chénopodiacées, les Saxifragacées et les plantes aquatiques.

A. LES GRANDS TYPES DE MYCORHIZES

Les mycorhizes se subdivisent généralement en trois grands groupes : les ectomycorhizes,

les endomycorhizes, les ectendomycorhizes (figure 6).
1. Les ectomycorhizes

Les premicres constatations d'ectomycorhizes remontent & 1885, lorsque Frank observa
chez le Hétre et le Pin, un polymorphisme racinaire du a la présence de champignons associés.

Les ectomycorhizes sont caractéristiques des systémes racinaires de beaucoup d'essences
forestieres qu'il s'agisse de Gymnospermes ou d'Angiospermes. il est possible également d'en
rencontrer chez certaines Rosacées, Fabacées ou Ericacées. Elles ne concernent que 3% des

especes Phanérogames. Le partenaire fongique est essentiellement un Basidiomycéte
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(Hyménomycete ou Gastéromycéte) ou un Ascomycete (Elaphomycétacée, Tubéracée). Les
ectomycorhizes s'établissent sur les ramifications secondaires et supérieures du pivot et varient
par leur forme généralement plus renflée et leur couleur. Elles peuvent étre isolées mais peuvent
également se présenter sous la forme d'une grappe et l'on parle alors de mycorhizes racémeuses.
Clest le cas de la plupart des mycorhizes observées chez le Hétre. Parfois la présence du
champignon provoque la dichotomie de la racine. Ces mycorhizes dichotomes sont
communément observées chez le Pin dont elles sont caractéristiques. Si la dichotomie se répéte,

on parle alors de mycorhizes coralloides.

La morphologie des ectomycorhizes a été définie par la présence d'un feutrage mycélien
d’abord lache au niveau de l'apex de la mycorhize, puis plus compact au fur et & mesure qu'il
progresse sur la racine jusqu'a l'enrober complétement formant le manteau fongique. Ce
manteau peut se différencier en deux zones distinctes : un manteau externe constitué¢ d'hyphes
mortes ou en voie de dégénérescence, et un manteau interne formé d'hyphes vivantes.

A partir du manteau, la mycorhize peut ou non émettre vers l'extérieur du mycélium dont le
role est de permettre une meilleure exploration du substrat. Ce mycélium extramatriciel peut
s'organiser en structures plus ou moins complexes qui sont fonction du partenaire fongique. Par
exemple, Suillus bovinus forme des cordons ramifiés et anastomosés, possédant un méristéme
apical, les rhizomorphes (Duddridge et al., 1980 ; Cairney, 1992). D'autres champignons comme
la truffe édifient des sortes de soies, les spinules (Carnero Diaz, 1992).

Vers l'intérieur, le champignon s'insére entre les cellules de l'assise rhizodermique et établit
le réseau de Hartig, siége d'échanges de nature variée entre les deux partenaires. La formation
du réseau de Hartig se réalise par dissolution de la lamelle moyenne par le champignon par
libération d’enzymes pectinolytiques. Les parois des cellules corticales ne sont jamais rompues
et le champignon reste strictement extracellulaire. Le réseau de Hartig est plus ou moins
développé suivant la virulence du champignon. Il peut n'affecter qu'une assise de cellules
corticales comme chez les mycorhizes de truffe ou plusieurs assises cellulaires du cortex
(mycorhizes formées par Lactarius subdulcis) voire jusqu'a l'endoderme comme chez les
mycorhizes de Pinus sylvestris associé a une souche surproductrice d’auxine d’Hebeloma
cylindrosporum (Gea, 1995). Chez les Angiospermes, la présence du réseau de Hartig provoque
le plus souvent une élongation radiale des cellules de l'assise rhizodermique. L'apex de la
mycorhize, si¢ge de l'infection primaire, se caractérise notamment par l'absence de réseau de

Hartig. En effet, il ne prend naissance qu'en arriére de la zone apicale.
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2. Les endomycorhizes

Un deuxiéme type de mycorhizes est représenté par les endomycorhizes. Ce sont les plus
répandues parmi les Ptéridophytes jusqu'aux Angiospermes. Elles concernent environ 95% des

associations symbiotiques chez les végétaux supérieurs.

Elles se différencient par l'absence de manteau fongique autour de la racine dont l'aspect
extérieur ne varie pas par rapport a une racine non infectée par le champignon.

En effet, dans les endomycorhizes, le partenaire fongique est intracellulaire. Il colonise
Uintérieur des cellules du cortex en repoussant le plasmalemme sans toutefois le rompre.

Cependant, le champignon ne franchit jamais l'endoderme.

Trois grands types d'endomycorhizes existent : les endomycorhizes éricoides, les
endomycorhizes des Orchidées et les endomycorhizes & vésicules et arbuscules (mycorhizes
VA).

Ce dernier type mycorhizien est le plus fréquent car il représente plus de 90% de toutes les
mycorhizes. Les plantes impliquées dans ce genre de symbioses appartiennent aussi bien aux

Ptéridophytes qu'aux Angiospermes.
3. Les ectendomycorhizes

Ces associations allient & la fois des caracteres d'ectomycorhizes (manteau fongique, réseau

de Hartig) et des caractéres d'endomycorhizes (pelotons intracellulaires).

Deux grandes catégories d'ectendomycorhizes peuvent étre citées : les ectendomycorhizes

monotropoides et les ectendomycorhizes arbutoides

B. BENEFICES DE LA SYMBIOSE ECTOMYCORHIZIENNE POUR LES DEUX PARTENAIRES

Si Moreau (1960) définissait la symbiose comme un conflit permanent, permettant
néanmoins une survie durable, entre deux organismes, 1’association symbiotique assure de

nombreux avantages pour les partenaires concernés.
1. Avantages retirés par la plante hote

L’association des racines avec des champignons mycorhiziens permet a la plante d’avoir
accés a des formes peu assimilables de certains éléments minéraux qu’elle ne peut solubiliser.

Les champignons peuvent en effet excréter des enzymes (protéases, phosphatases) ou des acides
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organiques qui en se liant avec certains éléments minéraux, augmentent leur solubilité (figure 7).
a. Meilleur approvisionnement en eau et en nutriments du sol

Le champignon, par le mycélium extramatriciel qu'il développe, peut explorer un volume
de sol beaucoup plus important que ne serait capable de le faire un systéme racinaire seul. De ce
fait, des éléments minéraux inaccessibles aux racines, notamment dans les sols pauvres ou l'on
rencontre principalement les mycorhizes, sont assimilés par la plante via le champignon. Parmi
les éléments minéraux difficilement accessibles aux racines, il y a, comme cela a été évoqué
précédemment, 1’azote et le phosphore, mais il ne faut oublier certains oligoéléments tels que le
fer par exemple. Dans le cas de cet ion, certains champignons ectomycorhiziens sont capables de
produire des substances chélatantes spécifiques du fer appelées sidérophores qui permettent ainsi
la solubilisation de cet élément et son absorption par les racines ou les champignons (Sayer et
al., 1997). Les sidérophores fongiques sont des molécules organiques de type hydroxamate, qui
peuvent soit étre absorbées avec le fer soit rester bloquées dans le milieu externe (Watteau,

1990).
o. La nutrition phosphatée

Le phosphore est donc présent dans le sol sous une forme peu accessible pour les végétaux
(Strullu, 1988). En solubilisant le phosphore inaccessible aux racines, le champignon
mycorhizien assure |’approvisionnement en cet élément de la plante a laquelle il est associé
(Beever et Burns, 1980 ; Schachtman et al., 1998). La mycorhize stocke abondamment cet ion
dans le manteau fongique qui constitue ainsi une réserve de phosphore mobilisable (Harley et
Mc Cready, 1981 ; Cairney, 1992) (figure 8). Cette accumulation s’effectue en partie sous forme
d’orthophosphates et de polyphosphates inorganiques (Harley et Smith, 1983), détectés
notamment dans des granules vacuolaires. Dans ces granules, ces phosphates non diffusibles,
forment des polymeéres anioniques qui s’associent & des cations tels que le calcium (Strullu,
1991) ou encore ’aluminium (Kottke ez al., 1995). L’amélioration de la nutrition phosphatée des
plantes mycorhizées pourrait résulter de la stimulation de leurs activités phosphatases du fait de
la présence des champignons mycorhiziens (Mousain, 1989). Ainsi, les activités phosphatases &
la surface des mycorhizes de Hétre sont supérieures a celles des racines non infectées
(Williamson et Alexander, 1975). Dix pour-cent du phosphore absorbé par le champignon serait
ainsi transféré aux tissus végétaux (Strullu, 1991).

Les mycorhizes sont donc plus efficaces que les racines non infectées pour solubiliser les

phosphates inorganiques peu solubles et absorber le Pi ainsi libéré dans la solution du sol.
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. La nutrition azotée

L’azote provenant de la décomposition de la matiére organique peut étre directement
absorbé par les racines si la minéralisation est arrivée a son terme. Toutefois, une grande partie
de I’azote est retenue dans des complexes azotés nécessitant alors leur dégradation préalable.

Le partenaire fongique de la mycorhize (figure 8), contrairement a la plante, posséde des
activités protéolytiques, lui permettant d’accéder aux fractions plus complexes d’azote comme
les protéines (Botton et al., 1986). Abuzinadah et Read (1989) ont, par exemple, montré que des
plantes de Betula alba inoculés par des champignons ectomycorhiziens, tels que Hebeloma
crustuliniforme et Paxillus involutus, assurent leur nutrition azotée sur des milieux contenant des
protéines comme seule source d’azote. Les champignons peuvent donc absorber, assimiler et
transmettre aux racines les composés azotés du sol sous une forme plus facilement assimilable
par la plante (Martin et Botton, 1993).

La mycorhization stimule 1’absorption de ’ammonium. Dans les mycorhizes de Hétre,
I’absorption de NH 4+ favorise la fixation du CO; par B-carboxylation (Harley, 1964 ; Carrodus,

1967) et conduit en quelques heures a ’accumulation de glutamine qui représente entre 60 % et
80 % de I’azote absorbé, présent essentiellement dans le manteau fongique (Harley, 1964 ;

Carrodus, 1966 ; Martin et al., 1986).

L’effet de la mycorhization sur I’absorption de NOB' varie en fonction de la plante et du

champignon. Ainsi, chez le Hétre, il n’y a pas de stimulation nette de I’absorption du nitrate
(Carrodus, 1966 ; Smith, 1972). Par contre, chez des Pins, I’infection ectomycorhizienne

augmente davantage 1’absorption de NOs' que celle de NH4+ (France et Reid, 1979 ; France,
1980).

y. L’eau

Par leur grande capacité d’exploration du substrat, les champignons mycorhizogenes
fournissent également I’eau nécessaire a la plante héte pour son développement. Cet
approvisionnement hydrique se fait par I’intermédiaire du mycélium extramatriciel qui prospecte
le sol. Les rhizomorphes, que développent certains champignons, constituent des structures
particulierement bien adaptées au transport de I’eau. En effet, ces organes mycéliens sont tres
peu cloisonnés et pratiquement dépourvus de cytoplasme.

L'approvisionnement hydrique du végétal pendant les périodes séches est également
amélioré. En effet, les plantes mycorhizées, soumises a des périodes de sécheresse, ont un

meilleur développement que celles non mycorhizées (Reid, 1979 ; Gianinazzi-Pearson et Diem,
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1982).

b. Autres avantages
o.. Longévité accrue des racines absorbantes

Une ectomycorhize demeure fonctionnelle plus longtemps qu’une racine non infectée
(Harley, 1958). Chez le Hétre, cette durée pourrait étre de ’ordre de 9 mois.
Cet aspect doit expliquer en partie I’amélioration notable de la croissance des plantes

mycorhizées par rapport aux plantes non infectées.
B. Protection phytosanitaire

Les champignons ectomycorhiziens peuvent constituer une véritable barricre,
infranchissable par les agents pathogénes (Strullu, 1991). En effet, lorsque les conditions du
milieu leur sont favorables, ces organismes symbiotiques croissent activement et deviennent
dominants a proximité des racines. De ce fait, la majeure partie des exsudats racinaires est
détournée au profit des agents mycorhiziens, ne laissant que peu d’éléments nutritifs aux autres
organismes telluriques ce qui limite leur développement. Ainsi, le champignon Pisolithus
arhizus, associé & Pinus taeda, minimise les méfaits du Rhizoctonia solani. De méme,
Cenococcum graniforme protege les plantules de Pinus clausa contre les attaques du
Phytophthora cinnamomi.

D’autre part, certains organismes mycorhiziens peuvent également produire des substances
limitant voire inhibant totalement le développement d’autres organismes. C’est par exemple le
cas des Lactaires ou de Leucopaxillus cerealis var. piceina qui possédent une activité contre
certaines bactéries. Cependant, d’autres champignons comme Pisolithus tinctorius ou les
Russules, en sont totalement dépourvues (Boullard, 1990). Certaines des substances inhibitrices
ont été identifiées comme étant des antibiotiques tels que la chloromycorhizine A et la

mycorhizine A (Kope et Fortin, 1989).
y. Adaptation sur des sols défavorables

De nombreux éléments du sol deviennent toxiques lorsqu’ils sont présents en quantité trop
importante. Des études ont été¢ menées dans ce sens concernant les ions calcium.

Ainsi, Clément ef al. (1977) ont montré que le Pin noir d’Autriche est une espéce capable
de se développer dans des sols calcaires lorsqu’elle est mycorhizée alors que cet arbre est

calcifuge en I’absence de mycorhization. En effet, en 1’absence de mycorhizes, le Pin noir
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d’Autriche présente une chlorose sévere s’accompagnant de troubles du métabolisme azoté et
d’une absorption massive de cations. En revanche, la chlorose disparait rapidement lorsque la
mycorhization s’installe. Donc, les mycorhizes peuvent favoriser la nutrition minérale de ’hote
notamment en diminuant 1’apport calcique aux racines, évitant ainsi les dysfonctionnements qui
pourraient en découler. Elles contribuent ainsi fortement a I’adaptation de végétaux sur des sols

défavorables.

2. Avantages retirés par le champignon mycorhizien
a. Fourniture de squelettes carbonés

Pendant longtemps, les systématiciens se sont posés la question de savoir dans quel régne
classer les champignons. Faisaient-ils partie ou non des végétaux ? Les chercheurs s'accordent
maintenant pour en faire un régne a part. La premiére raison est la présence de chitine, substance
absente dans le régne végétal, dans les parois des cellules. D’autre part, ce sont des organismes
non chlorophylliens.

De ce fait, les champignons sont tous hétérotrophes vis-a-vis du carbone, et la plupart le
sont pour les vitamines telles que la biotine et la thiamine (Iassac, 1992). Ils nécessitent donc des
squelettes carbonés simples provenant d'autres organismes pour croitre et survivre. En effet, nous
avons déja évoqué le fait que les champignons mycorhiziens utilisent difficilement les composés
carbonés complexes du sol tels que la cellulose ou la lignine.

Dans les ectomycorhizes, la plante va donc fournir & son associé les composés carbonés
indispensables a son développement sous forme de saccharose, de glucose et de fructose
provenant de la photosynthése (Read, 1991 ; Francis et Read, 1994). Le carbone fourni, est

stocké principalement sous forme de mannitol et de glycogéne dans le champignon.
b. Biologie des champignons mycorhiziens

Les associations ectomycorhiziennes sont plus ou moins spécifiques. Il est fréquent de
rencontrer différents symbiontes fongiques associés au méme systéme racinaire comme chez le
Hétre. A l'inverse, certains champignons sont inféodés a une essence végétale et ne peuvent
fructifier que s'ils leur sont associés. C'est le cas du Xerocomus subtomentosys, de Laccaria
laccata ou de Paxillus involutus. Parfois, la présence de 1’hote végétal est requise pour la simple
croissance du champignon. Ainsi les agents fongiques responsables de la formation des

endomycorhizes VA ne peuvent étre cultivés en culture pure en 1’absence de la plante-hote.
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¢. les facteurs de croissance

II a été montré chez certaines plantes mycorhizées une augmentation des quantités de
substances hormonales telles que gibbérellines, cytokinines, auxines. En effet, la formation, par
exemple, des endomycorhizes VA semble provoquer chez la plante-hdte une augmentation de la
concentration en cytokinines et en composés ressemblant a I’acide gibbérellique, ainsi qu’une
diminution de la production d’acide abscissique (Allen ef al., 1980, 1982). D’autre part, les
champignons mycorhiziens peuvent produire des substances apparentées aux facteurs de
croissance végétaux. Ainsi, au moins un champignon endomycorhizien VA est capable de
synthétiser des cytokinines et de I’acide gibbérellique (Barea et Azcon-Aguilar, 1982). Chez les
ectomycorhizes, I'influence de ces composés se traduit par une prolifération des ramifications
des racines mycorhizées. Cela est particulierement bien visible chez les mycorhizes formées par
une souche surproductrice d’auxines d’Hebeloma cylindrosporum en association avec le Pin. La
dichotomie caractéristique des mycorhizes de Pin se multiplie, aboutissant & la formation

d’ectomycorhizes coralloides (Le Disquet, 1997).

Parmi tous les éléments absorbés, les nutritions azotée et phosphatée ont été trés étudiées
notamment en laboratoire. En effet, ces deux éléments, présents sous forme relativement
complexe dans le sol, constituent souvent les facteurs limitants de la croissance des végétaux. En
revanche, [’absorption d’autres macroéléments tels que le calcium ou le silicium ont suscité un

peu moins d’intérét.

Le but de ce travail est donc de comparer au cours des saisons le rdle de deux champignons
mycorhiziens dans la nutrition minérale des plantes en conditions naturelles dans différents sols

forestiers.

Aprés une introduction présentant le contexte général de I’étude et une description des sites
d’étude, des matériels et des méthodes employées, les résultats s’organisent en trois grands

chapitres :

Le chapitre I a pour objectif de caractériser les modéles mycorhiziens étudiés de maniére
a définir une référence pour les chapitres ultérieurs. Il s’agit des mycorhizes établies entre le
Hétre (Fagus sylvatica 1..) et deux champignons, un Ascomycéte, Cenococcum geophilum L. et
un Basidiomycete, Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange. L’appartenance taxonomique
différente des deux champignons permettra d’observer des modifications liées a la nature du
partenaire fongique de la symbiose.

Cette étude a ¢été¢ menée, dans un premier temps, sur des mycorhizes récoltées pendant
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’été, dans une rendzine brunifiée de la forét domaniale de Haye (site de la Crédence). L’étude a
concerné la morphologie, I’histologie et 1’ultrastructure des mycorhizes. La cytolocalisation de
certains éléments minéraux du sol (calcium, azote, silicium, phosphore, ...) a également été
réalisée de maniére a appréhender le comportement du champignon mycorhizien face aux
¢léments du sol. L étude des racines porteuses de ces mycorhizes permettra d’aborder la part des

¢léments transmis par la mycorhize au reste du systéme racinaire.

Dans le chapitre II, les modéles mycorhiziens et leurs racines porteuses sont définis a la
méme époque (1’ét€) dans un second sol, acide, un sol podzolique situé dans la forét domaniale
de Bezange (site de Bezange). Les résultats obtenus doivent permettre de mettre en évidence un
effet du type de sol sur les mycorhizes notamment sur leur morphologie et leur ultrastructure, de

méme que sur la prise en charge des ions du sol par les champignons.

La littérature a mis en avant ’importance des facteurs du milieu sur le fonctionnement des
sols et des organismes vivants qu’ils renferment. Nous nous proposons donc dans le chapitre ITI
d’étudier les variations saisonniéres des organes étudiés dans chacun des deux sols. Les résultats
obtenus sur les échantillons récoltés au printemps, a I’automne et en hiver seront comparés a
ceux correspondant aux é€chantillons estivaux. Ils nous permettront de mettre en évidence des
variations dues aux facteurs climatiques mais également aux besoins respectifs des deux

partenaires au cours des saisons.

Enfin, une conclusion générale rassemblera nos principales conclusions et présentera les

perspectives de travaux a venir.






Figure 9 : Hétre 4gé de 150 ans environ, localisé dans la station de Bezange (Meurthe-et-Moselle

Nord-Est de la France), au niveau duquel une partie des prélévements a été effectuée.



LA CREDENCE : Rendzine forestiére brunifiée a mull calcaire.

[.G.N. 1/50 000 TOUL (Meurthe-et-Moselle) — E : 6°05°34* — N : 48°39°58” — Altitude : 370 m.
Parcelle 259 de la forét domaniale de Haye.

Topographie : pente forte : 30% vers ’est.

Roche mére : grouine colluvionnée sur calcaire bajocien.

Caractéristiques climatiques : pluviométrie moyenne : 800 mm — Température moyenne : 9°6.
Végétation : Hétraie-chénaie a charme — Ligustrum vulgare, Cornus sanguina, Viburnum lantana.

a. Profil du sol de la station de la Crédence.

40

60-

Profondeur en cm,

Litiére de feuilles de hétre (1 a3 ¢cm)

Horizon humifére de couleur brun foncé (10 YR 2/2). Structure polyédrique
trés fine. Texture limono-sablo-argileuse avec de nombreux petits cailloux
calcaires de 5 mm. Limite peu nette avec ’horizon A1C. Trés nombreuses
racines fines.

Rouge jaundtre a I’état humide (5 YR 4/6). Structure polyédrique fine.
Texture sablo-limoneuse avec de trés nombreux petits cailloux calcaires.
Limite peu nette avec I'horizon C.

Nombreuses racines fines.

Roche mére de couleur brun trés pale (10 YR 8/4) constituée de cailloux
calcaires de¢ 'ordre de 5 mm, caillous enrobés d’une partic fine blanchatre.
Présence de bandes trés blanches de pseudo-mycélium (calcaire précipité).
Quelques racines noires.

Les différents horizons indiqués dans le profil du sol.

(RPN
(RN

Couche organique peu Argile (avec oxyde de fer

décomposée (Ao) absorbé)

Horizon humifére organique [ | Roche mére calcaire non
| altérée

Carbonate de chaux

b. Tableau récapitulatif des caractéristiques physico-chimiques des différents horizons de la rendzine.

Prof. | Hor. | Granulométrie % MO|C% | N% | C/N | pH | Bases échangeables m.e./100g | 100 Sesq. libres %
cm Aprés décarbonatation SIT

L.G. | LF A. Ca | Mg | K S T Fe | Al | Si

0-10 | AT | 133 | 241 [ 262 |150{ 751052 | 15 | 74 ] 37 |080/059384[455] 86 | 3.0 ] 24|06

10-20 113 1 216 | 240 [ 5427 025 | 11 | 81 | 45 |074]|045([462|21.1]Sat. | 27 {20 | 06

20-40 { AIC | 359 140 | 100 1 09 1044} 004 | II | 86| 34 [022/0.15{344| 74 | Sat. | 1.6 |06 | 05

40-80] C 2.4 11.5 7.1 08 1038]10.02 | 22 [ 89| 31 |025[0.12|3141 42 |Sat.| 1.0 | 0403

Figure 10 : Fiche signalétique de la rendzine de la station de la Crédence (Forét de Haye, Meurthe-ct
-Moselle) (in Brison, 1978).




Sites, Matériels et Méthodes

SITES, MATERIELS ET METHODES

I. MATERIELS BIOLOGIQUES ET SITES ETUDIES

Les différents échantillons étudiés ont été prélevés dans deux sites naturels présentant des
caractéristiques pédologiques tres différentes mais dans lesquels la végétation arborée est similaire.

Il s’agit en effet de deux hétraies du Nord-Est de la France, en Meurthe-et-Moselle.
A. LE PARTENAIRE VEGETAL

Le Hétre (Fagus sylvatica L.) est une Angiosperme appartenant & la famille des Fagacées
(figure 9). Ce feuillu a feuilles caduques occupe plus du quart de la Région Lorraine. Il colonise
pratiquement tous les types de sol & I’exception des plus hydromorphes et constitue le trait dominant
des paysages forestiers lorrains.

Son systéme racinaire peu profond, facilite les prélévements (Riedacker, 1981). Les racines
courtes sont pratiquement mycorhizées & 100% (Sougnez-Rémy et al,, 1993). En effet, de
nombreux champignons peuvent s’associer aux racines courtes du Hétre pour former des
mycorhizes de couleur, de taille et de morphologie trés différentes (Voiry, 1981).

La présence du Hétre sur des sols présentant des caractéristiques trés différentes permet

’étude de I’influence du substrat sur les racines et les organismes qui leur sont associés.
B. LES HETRAIES SUR DEUX SOLS DIFFERENTS

1. Le Hétre sur la rendzine brunifiée : le site de la Crédence

Les prélévements ont été effectués en partie dans le site de la Crédence dont le sol est basique
et calcaire (pH de I’ordre de 8) et qui est localisé dans la forét domaniale de Haye (Nancy, Meurthe-
et-Moselle). Ce sol repose sur une roche meére composée de grouine (matériau calcaire fin)
colluvionnée sur calcaire bajocien. La fiche signalétique correspondant & cette station est présentée
dans la figure 10.

L’activité biologique intense est assurée en grande partie par les champignons dits de
“pourriture blanche” et permet la décomposition rapide de la matiére organique fraiche. Elle conduit

ainsi & I’élaboration d’un humus de type mull calcaire.
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Courbe des précipitations moyennes sur la période d'étude
dans les stations de la Crédence (rendzine) et de Bezange (sol podzolique).
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Figure 11 : Courbes des précipitations et des températures moyennes pendant I’année 1996,
dans les stations de la Crédence (rendzine de la Forét domaniale de Haye, Meurthe-
et-Moselle) et de Bezange (sol podzolique de la Forét domaniale de Bezange,
Meurthe-et-Moselle) (d’aprés le centre INRA de Champenoux et I’ONF de Nancy).

Les fléches représentent les principaux préléevements.
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Ce sol est caractérisé par une faible quantité de cations acides (H*, AI*") et par une forte
teneur en cations basiques, ou bases échangeables (Ca?*, Mg, K*, Na"), lesquels conditionnent le
pH élevé tout au long du profil du sol. Ces cations basiques sont stabilisés par les charges négatives
des colloides, et notamment des argiles qui sont relativement abondantes (26% environ dans les dix
premiers cm de 1’horizon Al). Ces cations sont susceptibles de subir des phénomeénes d’échange
avec la solution du sol et peuvent donc étre facilement disponibles pour 1’absorption minérale par
les organismes du sol. Ces bases échangeables, principalement sous forme extractible, sont
représentées majoritairement par le calcium (37 m.e./100g) et minoritairement par le potassium
(0.59 m.e./100g) et le magnésium (0.80 m.e./100g). Cette forte proportion de calcium sous forme
échangeable est révélée par une effervescence importante des particules du sol au test de ’acide

chlorhydrique dés la surface.

La strate arborée se compose de Hétres mais Chénes (Quercus robur et Q. petraea) et
Charmes (Carpinus betulus) sont également présents. Dans le sous-bois sont présents Ligustrum

vulgare, Cornus sanguina, Viburnum lantana.

Les données météorologiques (températures moyennes et précipitations moyennes) ont été

fournies par I’ONF de la division de Nancy-Toul et sont rassemblées dans la figure 11.
2. Le Hétre sur sol podzolique : le site de Bezange

La deuxiéme hétraie, dont les arbres sont 4gés de 120 ans environ, est localisée dans la forét
domaniale de Bezange (Bezange, Meurthe-et-Moselle). Elle repose sur un sol de plaine qui
correspond & un sol podzolique acide (pH de 1’ordre de 4) développé sur une roche meére constituée
de grés rhétien. La figure 12 présente les caractéristiques de cette station.

Ce sol est biologiquement peu actif, ¢’est-a-dire que la matiére organique est dégradée trés
lentement, ce qui aboutit a la formation d’un humus épais de type moder. Ce lent turn-over de la
matiére organique est en partie assurée par les Dipteres. Les champignons ligninolytiques sont trés
peu représentés dans ce sol (Toutain, 1974).

Ce sol podzolique est un sol pauvre en éléments minéraux nutritifs susceptibles d’étre
absorbés par les organismes du sol. En effet, il est caractérisé¢ par une faible quantité de bases
échangeables (K*, Mg®*, Ca®*, Na*). En revanche, la présence d’une forte proportion de cations
acides (H' et AI’") explique le pH trés bas.

La faible teneur en cations basiques, dont le calcium représente la majeure partie, peut
s’expliquer par la faible quantité d’argiles notamment dans I’horizon Al (1.3%). La proportion peu
élevée de charges négatives ne permet pas la stabilisation des éléments minéraux (principalement du
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BEZANGE : Podzol humo-ferrugineux a moder

I.G.N. 1/50 000 PARROY-ARRACOURT (Meurthe-et-Moselle) — E: 6°31’36” — N = 48°44°52" —
Altitude : 295 m.

Parcelle 52 de la forét domaniale de Bezange-la-Grande.

Topographie : replat de sommet — pente faible : 2% vers le sud.

Roche mére : grés rhétien (Lias inférieur).

Caractéristiques climatiques : pluviométrie moyenne : 750 mm — Température moyenne : 9°9.
Végétation : Hétraie-chénaie a prédominance de hétre — Pteridium aquilinum, Lonicera periclimenum,
Luzula altica

a. Profil du sol de la station de Bezange.

{ISHIIRETG Litiére de feuilles de hétre (3 & 4 cm)
07 A 4 Horizon humifére de couleur gris brunétre clair (7.5 YR 5/1). Structure grumeleuse fine,
6 e el o assez marquée & I’état sec. Texture sableuse. Limite sinueuse assez nette avec I’horizon A2.

Petites racines.

Brun grisatre a I’état humide (7.5YR 4/3) et gris clair & I’état sec présentant en hiver et au
printemps de fines zébrures horizontales de couleur plus foncée (5 YR 4/3). Structure
particulaire. Texture sableuse. Limite sinueuse avec Bh. Peu de racines.

30
o Horizon humifére, brunétre (7.5 YR 4/3) avec taches brun foncé. Structure particulaire
35 e . .
nette. Texture sableuse. Limite peu nette avec I’horizon Bh. Nombreuses racines fines.
Horizon brun jaundtre (10 YR 5/8) bien homogene & structure particulaire. Texture
sableuse. Limite peu nette avec la roche mére. Racines treés peu nombreuses.
55 n
o
L 4 L C Roche mére de couleur jaune-orange (10 YR 6/4), sableuse avec des couches horizontales
n 1 n plus compactes et plus ou moins claires. Nombreux petits blocs ferrugineux aplatis peu

friables.

] L L AL J
Profondeur en cm

Les différents horizons indiqués dans le profil du sol.

(A Couche organique peu décomposée s Horizon cendreux
(A ( Ao) .
Horizon humifére particulaire peu °coo Alumine libre
actif oo
Accumulation de fer ferrique 11 Roche mére en cours d’altération
hydraté (ocre vif ou rouille) L

b. Tableau récapitulatif des caractéristiques physico-chimiques des différents horizons du sol podzolique

Prof. | Hor. Granulométrie % C% | N% | C/N | pH | Bases échangeables m.e./100g [ 100 | Sesq. Libres %o
cm SG. |SF. |LG| L | A MO Ca | Mg | K S T | ST | Fe | Al | Si
0-6 | A1 {07 /85| 11154 ] 13|60 3.0]0.194| 16 | 3.5 {4.70[{040]0485.58[202(276] 24| 0506

6-30 | A2 |10 {88.7[ 29|51 |15]061]0310023] 13 |36 1029{0.07/0.021038; 1.5 [244}| 14| 0.1] 0.6
30-35| Bh | 1.0 1816|3066 |56 |24 |12 |0068| 18 | 32 [027[0.07]0.09/043| 7.1 [6.1 | 50| 1.0] 0.6
35-55| Bs | 1.2 [83.0] 30|53 )63 |12 ]06(0032] 19 |351023]005/0.06[034|52!65]|40] 16106
>55 ] C {12 (89|28 | 6055106 ]031{0023| 13 | 3.8{033/005|/0.05/043 44|98 |36 1208

Figure 12 : Fiche signalétique du sol podzolique de la station de Bezange (Bezange, Meurthe-et-Moselle)
(d’aprés Toutain, 1974).
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calcium) dans les horizons prospectés par les racines. Ils sont alors entrainés en grande partie vers
les horizons profonds du sol ou ils peuvent soit s’accumuler si les conditions physico-chimiques le

leur permettent, soit rejoindre les nappes phréatiques profondes.

Sur ce sol podzolique, la strate arborée se compose d’une hétraie — chénaie a prédominance de
Hétres. La strate du sous-bois est trés éparse et essentiellement composée d’espéces acidiphiles

telles que Peéridium aquilinum, Lonicera periclimenum, Luzula albida et Luzula altica.

Les données météorologiques ont été fournies par 'INRA de Champenoux et sont indiquées

dans la figure 11.
C. LES CHAMPIGNONS MYCORHIZIENS

Parmi tous les types de mycorhizes rencontrés, deux ont été choisis, en raison de leur présence

observée simultanément dans les deux sols étudiés.
1. Les mycorhizes de Cenococcum geophilum L.

Le premier type mycorhizien a été identifié comme étant issu de I’association entre les racines
de Hétre et Cenococcum geophilum suivant les critéres morphologiques définis par Trappe (1962).

Cenococcum geophilum est un champignon stérile faisant partie des Deutéromycétes. Il
s’apparente aux Ascomyceétes de par les caractéristiques des septums des articles mycéliens. Le

mycélium pur est de couleur noire (figure 13A).
2. Les mycorhizes de Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Le deuxiéme type retenu correspond a des mycorhizes formées par Lactarius subdulcis.

Ces ectomycorhizes ont été identifiées selon des critéres morphologiques et ultrastructuraux
définis par Prévost et Pargney (1995).

Lactarius subdulcis appartient a la classe des Basidiomycétes. 1l fait partie de la famille des
Russulacées et de ’ordre des Agaricales. Le mycélium en croissance active est de couleur créme et

devient orangé en vieillissant (figure 13B, 13C).
IL PRELEVEMENTS DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Les différents prélévements sont résumés dans la figure 14.
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Figure 13 : Aspect en culture pure des mycéliums des deux champignons étudiés.
A. Colonie noire de Cenococcum geophilum L.
B. Jeune colonie de Lacrarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange, de couleur créme.

C. Colonie agée de Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange, de couleur orangée.
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Les racines superficielles du Hétre proliférant dans la litiére et I’horizon Al, les prélévements

ont donc été réalisés dans ces deux strates du sol.

Des mycorhizes formées par Lactarius subdulcis et Cenococcum geophilum ont été récoltées
ainsi que des portions de racines porteuses de ces organes symbiotiques.

Dans le but de contrdler le pH du sol situé au voisinage du systéme racinaire étudié, un
prélévement de la litiére et de ’horizon Al a été effectué dans chaque type de sol, lors de chaque
prélévement.

Afin d’obtenir un échantillonnage représentatif de la population mycorhizienne du systéme
racinaire du Hétre, des mycorhizes ainsi que des racines portant ces mycorhizes ont été récoltées en

5 points différents autour d’un méme arbre, a environ 1 m a 2 m de la base du tronc.

Les prélevements ont €té échelonnés tous les 2 mois pendant une durée de 18 mois,
permettant ainsi d’effectuer un suivi saisonnier. Un intérét particulier s’esf porté sur les quatre
périodes saisonniéres importantes du cycle annuel des partenaires végétal et fongique :

- la période de reprise de croissance de 1’arbre (printemps 1996),

- la période estivale (été¢ 1996) pendant laquelle les deux partenaires de la symbiose montrent
un fonctionnement équilibré (Prévost, 1992).

- La période automnale (automne 1996), époque de la fructification des champignons.

- la période de repos hivernal du végétal (hiver 1996),

IIL. MESURE DU pH (eau) DU SOL

Le pH est mesuré sur le sol au voisinage des racines. Pour cela, 1 poids de litiére ou de
I’horizon Al, est mis en suspension dans 2,5 fois ce poids d’eau. Aprés 1 heure d’agitation, le

pH est mesuré a 1’aide d’un pHmeétre.

IV. DOSAGE DES ELEMENTS TOTAUX ET DES PHOSPHATES SOLUBLES ET
ECHANGEABLES

Un échantillon de chaque sol est mis & sécher a I’air libre pendant plusieurs jours. Aprés un
tamisage a 2 um, un broyage porphyre tres fin est pratiqué de fagon a éliminer les agrégats.
Deux techniques sont utilisées selon que les éléments totaux ou les éléments solubles et

échangeables sont dosés.
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Figure 14 : Visualisation des différents prélévements effectués.
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A. LES ELEMENTS TOTAUX

Les éléments totaux sont dosés par spectrométrie d’émission plasma & couplage inductif
(méthode ICP = Inducted Coupled Plasma) aprés mise en solution de 1’échantillon de sol par

fusion au métaborate de lithium (fusion alcaline).

Cent milligrammes de chaque sol sont mélangés séparément avec 1 g de métaborate de
lithium et broyés trés finement. Aprés homogénéisation, le mélange est porté a 1100°C dans la
chambre d’un four a I’abri de I’air. Aprés 5 min de fusion, la « perle » obtenue est coulée dans
un bécher contenant une solution nitrique (I ml de HNO; 65% pour 100 ml d’eau),
préalablement chauffée a 80°C.

Le mélange est ensuite agité pendant 30 min de fagon a obtenir une dissolution intégrale

puis les éléments totaux sont dos€s par la méthode ICP. Les résultats sont exprimés en %o.
B. LES PHOSPHATES SOLUBLES ET ECHANGEABLES

Parmi les éléments solubles et échangeables, le dosage du phosphore, qui est un élément

minéral souvent limitant pour la croissance végétale, a été privilégié.

Trois grammes de sol sec sont mis en suspension dans 30 ml d’eau désionisée et dans 30
ml de CaCl, 0,1M. Aprés agitation pendant 2 heures, le mélange est centrifugé a 4500 t/mn, puis
filtré (diametre des pores : 0,45 um).

Le dosage s’effectue par chromatographie ionique (systéme DIONEX series 20001I). Deux
colonnes anioniques sont couplées : une colonne AG4A-SC et AS4A-SC. Les colonnes sont
éluées avec une combinaison de deux éluants: le carbonate de sodium a 1,7 mM et le
bicarbonate a 1,8 mM. Le volume d’injection dans I’appareil est de 50 pl.

Le dosage des ions est réalisé a la sortie de la colonne par détection conductimétrique apres

suppression chimique des ions de 1’éluant.

V. PREPARATION DES ECHANTILLONS BIOLOGIQUES

Des portions de racines portant des mycorhizes sont prélevées dans la litiére et ’horizon Al
du sol podzolique et de la rendzine. Apres identification sous la loupe, les mycorhizes & Lactarius
subdulcis et a Cenococcum geophilum ainsi que des portions de 1 & 2 mm de racines porteuses sont

isolées et préparées en vue de leur étude en microscopie (figure 15).
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Echantillons :

- Racines porteuses de mycorhizes
- Mycorhizes

l

~ Pré-fixation par le glutaraldéhyde.

Ringages a I'eau distillée
tamponnée

Post-fixation par le tétroxyde d’osmium.

Ringages a l’eau distillée

Déshydratation progressive a I’acétone.

 Imprégnation progressive dans la
’ résine Epon 812.

l

Inclusion dansla résine.

Polymérisation 4 70°C pendant 48h.

Coupes semi-minces sur lame Coupes fines sur grilles en or ou
de verre (400 a 600 nm) en cuivre (80 & 120 nm)
Observation histologique en Observation ultrastructurale en
MP MET
Coloration par le bleu de Etude cytochimique (PATAg,
toluidine Gomori)
Microanalyses (EELS, EDXS)

Figure 15 : Préparation des échantillons en vue de leur étude en microscopie photonique (MP) et
en microscopie électronique a transmission (MET).
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A. FIXATION CHIMIQUE

La double fixation par le glutaraldéhyde et le tétroxyde d’osmium permet de conserver
"ultrastructure cellulaire.

Les mycorhizes et les fragments de racines porteuses soht fixés chimiquement par le
glutaraldéhyde a 2,5% dans du tampon cacodylate de sodium 0,1 M & pH 7,2 pendant 12 heures.
Apres trois lavages successifs de 5 minutes dans de I’eau distillée tamponnée, les objets sont post-
fixés pendant 1 heure dans une solution tamponnée de tétroxyde d’osmium a 2%. Les échantillons

sont ensuite soigneusement rincés a I’eau distillée.
B. DESHYDRATATION, IMPREGNATION ET INCLUSION

L’inclusion se faisant dans une résine hydrophobe, les objets sont d’abord déshydratés par de
’acétone.

La déshydratation se fait progressivement dans des bains d’acétone de concentration
croissante : 10% (15 min), 20% (15 min), 40% (15 min), 60% (15 min), 80% (12 heures), 95% (1
heure), 100% (trois fois 15 min puis une fois 1 heure).

Les mycorhizes et les racines porteuses sont alors progressivement imprégnées par des
passages successifs dans un mélange acétone-résine Epon 812 de concentration croissante en résine
(tableau 1), puis incluses dans la résine pure dont la composition est donnée dans le tableau 2.
L’imprégnation des échantillons par la résine est améliorée par un passage sous vide.

Apres orientation des objets en vue de I’obtention de coupes tranversales et longitudinales, les

inclusions sont mises a polymériser pendant 48 heures a 70°C.

Tableau 1 : Composition des mélanges résine/acétone (v/v) effectués lors de I'imprégnation des

échantillons par la résine Epon 812.

N¢ de bains 1 2 3 4 5 6
Résine Epon 1/5 2/5 2,5/5 3/5 4/5 1

Acétone 4/5 3/5 2,5/5 2/5 1/5 0
Durée (jour) 4 4 4 4 4 2
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Tableau 2 : Composition de la résine d’inclusion Epon 812.

CONSTITUANT VOLUME (ml)

TAAB 812 9,10
(Epon)

DDSA 6,20
(anhydre dodécénylsuccinique)

MNA 4,70
(anhydre méthylnadique)

DMP30 0,35

(2-4-6 trisméthylaminométhylphénol)

C. REALISATION DES COUPES

Aprées polymérisation, les blocs sont taillés a la lame de rasoir afin d’isoler I’échantillon au
sommet d’une pyramide tétraédrique tronquée. La réalisation des coupes est effectuée sur un

ultramicrotome RMC (modele MT-7) & I’aide d’un couteau de diamant (Drukker).

- Des coupes semi-minces (400 a 600 nm) sont recueillies sur des lames de verre en vue de
leur observation en microscopie photonique.

- Des coupes fines (80 a 90 nm) sont recueillies sur des grilles en or. Elles permettront 1’étude
ultrastructurale et cytochimique des échantillons en microscopie €lectronique a transmission.

- Des coupes fines (110 a 120 nm) sont également récoltées sur des grilles en cuivre pour étre

étudiées par des techniques microanalytiques qui seront exposées ultérieurement.

D. OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE

La coloration par le bleu de toluidine est une coloration topographique qui contraste
I’ensemble des tissus fongiques et racinaires, permettant ainsi I’étude anatomique des racines et des
mycorhizes, préalable a leur étude ultrastructurale. En effet, une observation au microscope
photonique permet d’avoir une vue générale des tissus et d’apprécier 1’état physiologique des divers

organes.

Les coupes semi-minces sont recueillies sur lame de verre et sont colorées par le bleu de
toluidine a 1% dans 2,5% de Na,COs (pH 11,6).

Une goutte de la solution de coloration est déposée sur les coupes. Le colorant est ensuite
évaporé a chaud sur une plaque chauffante pendant 1 minute puis les lames sont rincées a ’eau. Les

coupes sont alors observées au microscope photonique a contraste de phase (Zeiss).
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E. OBSERVATIONS EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A TRANSMISSION

Trois types d’études ont été réalisées en microscopie électronique a transmission : des
observations ultrastructurales, une étude cytochimique et la détermination de la microlocalisation de

certains éléments par microanalyse.
1. Etude ultrastructurale

L’ultrastructure des mycorhizes et des racines porteuses est réalisée par 1’observation des
coupes fines en microscopie électronique a transmission. Cette étude a été effectuée sur un

échantillonnage de 10 a 20 mycorhizes ou racines porteuses pour chaque sol et & chaque saison.
a. Observation ultrastructurale

Le faisceau d’électrons incident qui traverse ’échantillon est plus ou moins dévié par les
molécules qu’il rencontre. L’angle de diffusion (8) est corrélé au numéro atomique (Z) des atomes
par la relation suivante :

0=2"/F

ou E représente I’énergie du faisceau électronique incident. Il est exprimé en kV.

Selon cette relation, les éléments possédant un numéro atomique élevé (les éléments lourds)
provoquent une déviation plus importante des électrons du faisceau que les éléments 1égers de faible
numeéro atomique.

Le diaphragme situé aprés I’échantillon (figure 16) permet d’arréter les électrons ayant diffusé
avec un angle éleve, alors que les électrons qui ont faiblement diffusé ne sont pas arrétés. Ce sont
eux qui viennent frapper I’écran fluorescent. Ils apparaissent clairs alors que les éléments lourds

sont visibles sous la forme de zones sombres.
b. Traitement des coupes

Afin d’améliorer le contraste, les coupes fines sont soumises a double marquage acétate
d’uranyle-citrate de plomb non spécifique.

Les coupes sont recueillies sur des grilles en or, puis contrastées pendant 20 minutes par de
I’acétate d’uranyle selon la technique de Valentines (1961). Aprés un ringage soigneux a I’eau
distillée, elles sont traitées pendant 20 minutes par le citrate de plomb selon la méthode de Reynolds
(1963).

Ces différentes opérations se déroulent dans une enceinte confinée dont 1’atmosphére est

débarrassée du dioxyde de carbone qui tend a précipiter le plomb (figure 17). Pour cela, les grilles
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sont placées dans une boite de pétri en présence de pastilles d’hydroxyde de potassium déposées
dans un verre de montre, a coté des grilles. Les grilles sont ensuite rincées longuement a 1’eau
distillée, puis mises a sécher sur du papier Joseph.

Elles peuvent alors étre observées a [’aide d’un microscope électronique a transmission de
marque Zeiss (modele 902). Il fonctionne a 80 kV et permet de travailler & des grandissements

allant de 3 000 a 140 000, avec une résolution de I’ordre du nm.
2. Etude cytochimique
a. Marquage des polysaccharides par le test PATAg

Ce test mis au point par Thiery (1967) met en évidence les polysaccharides en liaison o(1-4)
ou B(1-4). L acide périodique, par une oxydation ménagée, ouvre le cycle osidique au niveau des
vic-glycols (carbones en liaison 2-3) en faisant apparaitre deux fonctions aldéhyde qui sont

visualisées par le thiocarbohydrazide associé au protéinate d’argent (Thiery et Rambourg, 1974).

Les coupes fines (80 a 90 nm), recueillies sur des grilles en or, subissent une oxydation par
I’acide périodique & 1% pendant 30 minutes. Aprés ringage dans I’eau distillée, elles sont
recouvertes par une solution de thiocarbohydrazide & 0,2% dans I’acide acétique a 20% pendant 5
heures. Les grilles sont alors rincées par de 1’acide acétique de concentration décroissante (20%,
15%, 10%, 5%) & raison de deux bains de 5 minutes pour chaque concentration, puis & I’eau distillée
dans deux bains successifs. Les coupes sont ensuite mises en contact avec une solution de protéinate
d’argent a 1% dans de I’eau distillée, pendant 30 minutes, & I’obscurité, avant d’étre soigneusement
rincées a I’eau distillée. Les grilles sont alors mises a sécher sur du papier Joseph.

Les polysaccharides ainsi marqués par I’argent apparaissent sous forme de précipités sombres

en microscopie électronique a transmission.

Parall¢lement & ce test, un témoin est réalisé par I’oxydation de coupes par I’eau oxygénée &
10% pendant 30 minutes (Roland et Vian, 1991). L’action de ’eau oxygénée ne permet pas de
démasquer les groupements vic-glycols des chaines carbonées. Puis les grilles sont traitées selon le

protocole décrit précédemment.
b. Mise en évidence des protéines riches en cystine par la technique de Swift

La réaction de Swift (1968) est I’adaptation, pour la microscopie électronique a transmission,
de la technique de Gomori (1946) utilisée en microscopie photonique. Elle permet de mettre en

évidence les protéines riches en cystine.



! MICROANALYSE ET CARTOGRAPHIE X

.i

FAISCEAU INCIDENT D’ELECTRONS

PAR EDXS
(Energy Dispersive X- ray Spectroscopy)

T

Photons X

SRR echantlllon

AL L M N N S g S A A A :i.\ AR ALK A A

MICROLOCALISATION DES
ELEMENTS PAR EELS

(Electron Energy Loss Spectroscopy)

f

Electrons diffusés élastiquement Electrons diffusés inélastiquement
v
Electrons transmis sans interaction
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Le réactif de Swift étant instable, il se prépare extemporanément. Il se compose du mélange

de deux solutions A et B dont la composition est la suivante :

% 25 ml de la solution A :

méthénamine 3% : 100 ml
nitrate d’argent 5% : Sml

* 5 ml de la solution B
acide borique 1,44% : 10ml
borax 1,9% : 100 ml

% 25 ml d’eau distillée

Les coupes fines (80 & 90 nm), recueillies sur des grilles en or, sont immergées dans le
mélange réactif contenu dans des tubes a hémolyse. Les tubes, entourés de papier aluminium et
bouchés, sont placés dans un bain-marie a 45°C, pendant 60 minutes. Aprés deux ringages soigneux
a I’eau distillée, les grilles sont mises & sécher sur du papier Joseph.

L’observation de ces coupes en microscopie €lectronique a transmission montre des protéines

associées a I’argent, visibles sous forme de précipités sombres.

Pour les deux types de tests cytochimiques, une échelle arbitraire a €té choisie et représente

P’intensité de la réaction :

- :  réaction négative

(+) : tres faible réaction

+ . réaction de faible intensité
+(+) : réaction d’intensité moyenne
++ : réaction de forte intensité
+++ : réaction de trés forte intensité

F. TECHNIQUES DE MICROANALYSE

Les techniques microanalytiques permettent de cytolocaliser des éléments dans les tissus
biologiques. Lors de mon travail, ces techniques ont été utilisées pour localiser le calcium, le
silicium, I’azote, le phosphore dans les différentes cellules fongiques et végétales qui composent les
tissus des organes mycorhiziens et racinaires.

L’étude analytique a été réalisée sur une moyenne de 3 & 5 échantillons pour chaque sol et

pour chaque saison.
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En raison de leur complémentarité, deux techniques spectroscopiques ont €té utilisées
simultanément. De plus, I’analyse par imagerie permet d’illustrer la répartition spatiale de 1’élément
recherché.

Les différentes observations et microanalyses menées sur les coupes de mycorhizes et de

racines porteuses sont résumées dans la figure 18.

1. Spectroscopie par pertes d’énergie des électrons transmis (Electron Energy Loss

Spectroscopy ou EELS)

Cette technique apporte des informations sur la composition élémentaire des échantillons non
contrastés (Colliex et al., 1984).

Elle utilise la perte d’énergie que subissent certains électrons du faisceau incident, qui
interagissent avec ceux de 1’échantillon (Reimer, 1995). En effet, lorsque le faisceau d’électrons
incident traverse les atomes de la préparation, il peut se produire 3 cas de figure (figure 19) :

- les électrons traversent I’atome sans interagir avec celui-ci,

- les électrons interagissent avec le noyau de I’atome. Ils sont déviés par celui-ci sans subir de
perte d’énergie. C’est la déviation élastique,

- les électrons du faisceau interagissent avec les électrons de ’atome. Dans ce cas, les
¢lectrons du faisceau sont déviés et subissent une certaine perte d’énergie. C’est la déviation
inélastique. Cette perte d’énergie est caractéristique de 1’atome traversé. C’est ainsi que le calcium
présente deux pics de pertes d’énergie caractéristiques, localisés a 346,4 eV et 355 eV. Le pic de
pertes d’énergie de 1’azote se situe a 401,6 eV, celui du phosphore a 132,2 eV et celui du silicium a

99,2 eV (figure 20).

Les coupes fines (110 & 120 nm) sont analysées a 1’aide du microscope électronique Philips

CM20 TEM/STEM, en mode TEM, opérant a 200 kV et équipé d’un spectromeétre de pertes
d’énergie 666 Gatan et connecté a un Maclntosh contr6lé par le logiciel EL/P 2.1. Le diaphragme

d’entrée du spectrométre, le demi-angle de collection et ]a dispersion sont respectivement 2 mm, 10

mRad et 0,2 eV/canal.

Les analyses ont été effectuées dans des conditions similaires nous permettant ainsi de réaliser
une échelle arbitraire qui tient compte a la fois de 1’échelle du spectre et de la hauteur des pics :
no : non observé
- . teneur inférieure au seuil de détection de I’appareil
(+) : trés faible accumulation

+ . faible accumulation
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Figure 21 : Principe de la technique microanalytique de la dispersion d’énergie des
photons X (EDX pour Energy Dispersive X ray Spectroscopy). Exemple
de I’émission de photons X par un atome de carbone. La microanalyse X
permet d’identifier I’ensemble des atomes présents dans une zone
donnée, la cartographie X donne la distribution spatiale d’un élément
déterminé. Les électrons du faisceau incident peuvent arracher un
électron des couches profondes de 1’atome qui se trouve alors dans un
état instable. Un électron de la couche supérieure vient alors combler
I’espace vide. Ce déplacement électronique s’accompagne de I’émission
de photons X qui sont utilisés pour la microanalyse et la cartographie X.
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+(+) : accumulation moyenne
++ ; forte accumulation
+++ :  tres forte accumulation

2. Microanalyse des rayons X (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy ou EDXS)

Elle permet d’identifier ’ensemble des atomes présents dans la zone analysée (environ 2 nm).
Le principe de cette technique microanalytique, illustré dans la figure 21, est basé sur le fait
qu’un faisceau €lectronique incident possede une énergie suffisante capable d’éjecter des électrons
situés dans la couche la plus proche du noyau. La molécule est alors dans un état excité instable. Un
¢lectron de la couche supérieure va alors venir occuper la place libérée par 1’électron éjecté. Lors de
la désexcitation de la molécule, I’excés d’énergie est libéré sous forme de photons X dont I’énergie

est spécifique de 1’atome concerné.

La microanalyse X des coupes fines (110 & 120 nm) par la technique de dispersion des
¢énergies des photons X a été réalisée avec un microscope €lectronique Philips CM20 TEM/STEM,
en mode TEM (sonde de 2 nm) assisté par le logiciel EDAX 9900.

La figure 22 illustre les pics caractéristiques de quelques éléments en microanalyse X.
3. Analyse par imagerie filtrée (la cartographie X)

La cartographie X permet d’obtenir la distribution spatiale de 1’élément recherché. Cette
technique d’imagerie utilise 1’émission spécifique de photons X par ’atome considéré. En effet,
I’image est formée a I’aide de ces photons €mis qui apparaissent sous la forme de spots blancs.

La cartographie X d’un élément donné est obtenue a 1’aide du microscope électronique

Philips CM20 TEM/STEM, placé en mode STEM.
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CHAPITRE I ;

CARACTERISATION DES MODELES MYCORHIZIENS
ET DE LEURS RACINES PORTEUSES
PENDANT L& PERIODE ESTIVALE

SUR L& RENDZINE BRUNIFIEE,



Chapitre I, introduction

INTRODUCTION :

La premiere partie de ce travail a pour but de définir des modéles mycorhiziens naturels,
qui serviront de référence pour I’étude ultérieure de I'influence du sol et des saisons sur le
comportement des partenaires de la symbiose mycorhizienne et plus particuliérement sur celui

du champignon.
I. FACTEURS DE VARIATION DE LA MYCORHIZATION

Le systéme racinaire des végétaux ligneux peut étre plus ou moins colonisé¢ par de

nombreux champignons aboutissant & des associations mycorhiziennes tres différentes.

A. VARIATION DUE A L’AGE DE LA PLANTE HOTE

Un des facteurs responsables de la variabilit¢ du cortége mycorhizien sur un systéme
racinaire est I’4ge de I’héte.

Mason et al. (1982) et Deacon et al. (1983) ont ainsi déterminé une succession
mycorhizienne en faisant un relevé des carpophores. Certains champignons colonisent le systéme
racinaire de jeunes plants (champignons précoces) pendant quelques années puis disparaissent
alors que de nouveaux champignons se développent (champignons tardifs). Hebeloma
crutuliniforme, Hebeloma sacchariolens, Laccaria proxima, Laccaria tortilis et Telephora
terrestris sont ainsi considérés comme des champignons précoces, alors que Lactarius
glyciosmus, L. pubescent, Cortinarius sp., Russula betularum et R. grisea sont des champignons
tardifs. De méme, Lunt ef al. (1994) ont étudié la colonisation par les champignons de plantules
de Quercus ainsi que celle d’arbres 4gés de 5, 6 et 14 ans et ont constaté une augmentation du

nombre d’espéces mycorhiziennes avec la maturation des arbres.

B. VARIATION DUE AU PARTENAIRE FONGIQUE

Il existe plusieurs causes potentielles pour expliquer la variation du cortége mycorhizien
sur le systéme racinaire d’un arbre parmi lesquelles la quantité d’inocula dans le sol et la
capacité d’infection (agressivité) des mycélia (Read et al., 1992). De plus, les associations
mycorhiziennes sont plus ou moins spécifiques. Ainsi, le spectre d’action des champignons

ectomycorhiziens est relativement vaste et la relation qui unit les deux symbiotes dans une telle
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mycorhize est peu spécifique a de rares exceptions prés comme Boletus elegans qui ne s’associe
qu’avec le Méleze (Boullard, 1990).

Outre I’aptitude a I’infection, I’ultrastructure des organes mycorhiziens est également en
grande partie conditionnée par le partenaire fongique associé. Ainsi, sur un méme systéme
racinaire, dans le méme é&cosysteme, peuvent cohabiter des ectomycorhizes et des
endomycorhizes (Moyersoen er al., 1998). Les ectomycorhizes développent un manteau
fongique tout autour de la racine courte, puis s’établit un réseau de Hartig intercellulaire, alors
que les endomycorhizes forment uniquement des structures intracellulaires. De plus, dans un
méme genre fongique, des modifications ultrastructurales de la mycorhize sont possibles. Ainsi,
chez les lactaires, Prévost et Pargney (1995) ont décrit deux mycorhizes se différenciant
notamment par leur manteau : celui des mycorhizes formées par Lactarius blennius est protégé
en surface par un épais mucilage alors que chez les mycorhizes établies par Lactarius subdulcis,
ce mucilage est absent. De méme, des souches différentes d’ Hebeloma cylindrosporum peuvent
¢élaborer un réseau de Hartig différent : la souche sauvage met en place un réseau unisérié alors
que la souche mutante surproductrice d’auxine établit un réseau de Hartig plurisérié (Gea, 1995 ;

Le Disquet, 1997).

C. VARIATION DUE AUX CONDITIONS DU MILIEU

Les facteurs environnementaux peuvent influencer la colonisation et 1’établissement des
mycorhizes sur les racines des arbres (Stotzky, 1967 ; Danielson et Visser, 1989).

Les facteurs édaphiques les plus importants sont la disponibilité en nutriments, la
température (Theodorou et Bowen, 1971 ; Parke ef al., 1983 ; Samson et Fortin, 1986 ), le pH
(Lehto, 1994) et I’humidité des sols (Theodorou, 1978 ; Bougher et Malajczuk, 1990).

II. LE CHOIX DES MODELES

Le Hétre a été choisi comme partenaire végétal parce qu’il est capable de se développer
dans des sites présentant des conditions pédologiques tres différentes. De plus, son systéme
racinaire est peu profond, ce qui facilite les prélévements (Riedacker, 1981). D’autre part, il
s’agit d’un arbre caducifolié, donc soumis a un arrét du fonctionnement photosynthétique lors de
la période hivernale.

Les mode¢les mycorhiziens retenus ont €té choisis selon plusieurs criteres. D une part, leur
identification est possible ce qui a permis de les différencier des autres mycorhizes tout au long

de notre étude. D’autre part, leur appartenance taxonomique est différente et permettra de mettre
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en évidence d’éventuelles modifications entre les champignons ascomycetes (Cenococcum
geophilum) et basidiomyceétes (Lactarius subdulcis). De plus, les lactaires sont considérés
comme des champignons tardifs s’associant avec des systémes racinaires 4gés (Deacon et al.,
1983). Cenococcum geophilum appartiendrait plutét aux champignons précoces élaborant des
symbioses au niveau des systémes racinaires jeunes ou au niveau des zones jeunes de systémes
racinaires plus 4gés (Hilton ef al., 1989) bien que d’autres auteurs le considerent davantage
comme un champignon intermédiaire (Prévost, 1992).

Enfin, la richesse en ions calcium de la rendzine permettra d’étudier leur effet sur les
mycorhizes puisque les ions calcium sont susceptibles d’étre toxiques pour certains végétaux,
lorsqu’ils sont en exceés mais également en provoquant des carences secondaires en autres

¢léments minéraux (Fe, Mn, ...).



Tableau 3 : Dosage des éléments totaux effectué sur les deux sols étudiés par la méthode ICP (Inducted Coupled Plasma). Les valeurs sont
exprimées en %oo.

Echantillon P,0s Si0, Al,O5 Fe, 05 MnO MgO CaO NaO K,0O TiO, PF Total
Rendzine brunifiée 1,79 525 99 48,1 1,15 889 268 8.4 20,6 70 2536 1000
Sol podzolique 0,70 770 25 7,5 0,14 1,12 1,5 3,0 10,9 2.3 165,4 988

Tableau 4 : Dosage des phosphates solubles et échangeables par la méthode de chromatographie ionique. Les valeurs sont exprimées en mg / 1.

Echantillon HPO,* soluble HPO,* échangeable

Rendzine brunifée 0,50 1,10

2

Sol podzolique 2,51 3,72

2
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RESULTATS :

Afin de mettre en évidence d’éventuelles différences morphologiques, ultrastructurales
et fonctionnelles au sein des mycorhizes étudiées et de leurs racines porteuses, il est
nécessaire de décrire les modeles a un stade d’évolution servant de référence.

La période estivale étant particuliérement propice au bon fonctionnement des deux
partenaires de la symbiose, les prélévements estivaux ont €té choisis en tant que référence
(Prévost, 1992). De méme, la rendzine brunifiée constituant un sol relativement riche en
éléments minéraux totaux (tableau 3), a été retenue comme substrat de référence.
L’importance du phosphore dans les sols nous a conduit & effectuer le dosage des phosphates
solubles et échangeables présents dans les sites étudiés (tableau 4).

Une étude préliminaire sur les deux mycorhizes et leurs racines porteuses, prélevées
dans la litiere et dans I’horizon Al, n’a pas révélé de différences entre les deux zones de
prélevement, les résultats énoncés concerneront donc I’ensemble des €chantillons sans faire

de distinction.

I. ETUDE MORPHOLOGIQUE

L’observation a la Joupe binoculaire permet la caractérisation morphologique des types

mycorhiziens et des racines étudiés.

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Les mycorhizes a Cenococcum geophilum se caractérisent par leur couleur noir charbon
et par un mycélium extramatriciel bien développé (Planche I, Fig. 1). Elles ont une taille
réduite (1 mm en moyenne), sont isolées et peu ramifiées. Elles dominent par leur nombre
dans ’ensemble des mycorhizes du systéme racinaire du Hétre.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Ces mycorhizes de couleur jaune orangé, sont dépourvues de mycélium extramatriciel

(Planche II, Fig. 1) et sont facilement repérables & I’ceil nu puisqu’elles ont une taille de

I’ordre de 5 mm. Elles sont rares et sont toujours trés ramifiées.
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C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Les racines porteuses de mycorhizes latérales ont été prélevées dans le but d’étudier
leurs structures ainsi que le devenir des éléments transmis par la mycorhize au reste du
systéme racinaire.

Ces racines ont €té prélevées en amont des mycorhizes. Elles sont de couleur brune et
ne présentent pas de poils absorbants (Planche III, Fig. 1). Du mycélium est parfois présent en

surface.

II. ETUDE HISTOLOGIQUE

L’étude de coupes histologiques menée en microscopie photonique permet de définir
’organisation interne des organes examinés. Cette étude porte plus particuliérement sur la
partie sub-apicale des mycorhizes considérée comme la zone symbiotique fonctionnelle (Lei,

1988).

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

L’observation des coupes en microscopie photonique montre une organisation
ectomycorhizienne typique. Le manteau, (Planche I, Fig. 2 et 3), est composé de quatre a cinq
couches d’hyphes, dont les plus externes sont recouvertes par un matériel dense et épais
pouvant correspondre & du mucilage. Le manteau entoure 1’apex racinaire (Planche I, Fig. 2).
Le réseau de Hartig, (Planche I, Fig. 2 et 3), continu et unisérié, s’étend sur une a deux assises
de cellules corticales.

L’endoderme, (Planche I, Fig. 2 et 4), reconnaissable a I’accumulation de composés
polyphénoliques dans certaines de ses cellules, délimite intérieurement le cortex. Au centre de

la racine, (Planche I, Fig. 4), le cylindre central ne renferme que des structures primaires.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Les ectomycorhizes a  Lactarius  subdulcis  présentent un  manteau
pseudoparenchymateux épais (pouvant étre constitué¢ de plus d’une dizaine d’assises

cellulaires) et dépourvu de mucilage en surface (Planche II, Fig. 2). Le manteau renferme des

laticiféres (Planche II, Fig. 3). Ces structures caractéristiques des lactaires jouent un role dans
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la production et la conduction de latex. La limite inférieure du manteau est marquée par des
plages sombres de composés polyphénoliques (Planche II, Fig. 2, 3 et 4).

Dans le cortex, (Planche II, Fig. 2), le champignon est en position intercellulaire ou il
forme un réseau de Hartig unisérié et continu sur deux assises de cellules corticales.
Toutefois, vers la partie basale des mycorhizes, il peut devenir plurisérié. Les cellules
corticales voisines du réseau de Hartig accumulent des composés polyphénoliques denses et
sombres (Planche II, Fig. 3).

Le cortex interne dépourvu de champignon en juillet est limité intérieurement par
I’endoderme riche en composés polyphénoliques denses (Planche II, Fig. 5). Le cylindre

central réduit ne présente pas de formations secondaires (Planche II, Fig. 5).

Ces ectomycorhizes présentent la particularité d’étre souvent associées a un
champignon ascomycéte. Celui-ci, reconnaissable aux corps de Woronin bordant les septums
et a sa taille importante (Planche II, Fig. 4), est présent dans le manteau entre les hyphes du
lactaire et dans le cortex racinaire en position intracellulaire (Planche II, Fig. 2). Il a été

également observé dans les cellules taniféres de la coiffe.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Les racines porteuses de mycorhizes sont parfois recouvertes de mycélium qui ne
s’organise toutefois pas en un manteau continu comme dans le cas de la mycorhize (Planche
III, Fig. 2).

L’observation de coupes en microscopie photonique montre un cortex en voie de
dégénérescence formé de quatre a cinq couches de cellules envahies d’hyphes. L’endoderme
dépourvu de champignon contient en abondance des composés polyphénoliques sombres et
denses (Planche III, Fig. 2).

Le cylindre central renferme des formations secondaires (Planche III, Fig. 2). Le
cambium a produit du xyléme et du phloeéme secondaires. De méme, le phellogéne qui s’est
différencié dans le péricycle assure la mise en place du suber. Celui-ci, en cours de

différenciation, n’est formé que d’une a deux couches de cellules.

III. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

L’étude ultrastructurale permet de définir, a I’échelle sub-cellulaire, les structures

impliquées dans le transfert et le stockage des éléments minéraux au sein des mycorhizes et
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des racines porteuses. Cette étude permet également d’observer des variations de ces

structures d’un type mycorhizien a I’autre.

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

La surface de la mycorhize est recouverte d’un matériel mucilagineux (Planche 1V, Fig.
1).

Les hyphes du manteau sont vacuolisées et possedent un cytoplasme dense (Planche IV,
Fig. 1) renfermant notamment des mitochondries. Ces hyphes, le plus souvent jointives, sont
liées entre elles par un ciment dense pouvant étre abondant par endroits (Planche IV, Fig. 1).
Les vacuoles renferment de petits granules sombres (Planche IV, Fig. 2). La présence de
corps de Woronin, (Planche IV, Fig. 3), au niveau des interruptions septales confirme
Pappartenance taxonomique de Cenococcum geophilum & la classe des Ascomycétes. La
limite entre le manteau le plus interne et les cellules corticales est marquée par la présence de
plages sombres de composés polyphénoliques (Planche IV, Fig. 1). Ces plages peuvent
présenter un aspect strié ou non.

Les hyphes du réseau de Hartig présentent une ultrastructure comparable a celle des
hyphes du manteau (Planche IV, Fig. 4). Toutefois, I’aspect des granules vacuolaires est
différent. En effet, des globules de taille plus importante et de contour irrégulier sont visibles
dans les vacuoles (Planche IV, Fig. 4).

Les cellules du cortex profond sont de grande taille et peuvent produire des composés
polyphénoliques denses d’apparence globuleuse qui s’accumulent le long du tonoplaste
(Planche IV, Fig. 5). Les jonctions cellulaires localisées entre ces cellules sont réduites. Les
cellules endodermiques possédent une vacuole volumineuse remplie de polyphénols. Ces
cellules présentent des épaississements pariétaux internes importants mais peu contrastés.

Le cylindre central comprend les vaisseaux xylémiens a paroi secondaire claire, épaisse
(Planche IV, Fig. 6) et interrompue par des ponctuations. La face interne de cette paroi est
bordée par un liseré fin et sombre. Les cellules du parenchyme médullaire ont une paroi fine

et renferment des organites cytoplasmiques (mitochondries, ...).

B. LLES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Chez les jeunes mycorhizes de lactaire (données non montrées), il est possible
d’observer un manteau divisé€ en trois zones. Un manteau externe mort, un manteau interne

vivant et un manteau intermédiaire constitué d’hyphes également vivantes reliées entre elles
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par un ciment relativement abondant. Les hyphes du manteau intermédiaire se caractérisent
également par la présence d’un plus grand nombre de globules vacuolaires que dans le
manteau interne.

L’étude des mycorhizes matures et fonctionnelles a été privilégiée. Le manteau des
ectomycorhizes de Lactarius subdulcis matures, (Planche V, Fig. 1), se compose
généralement de deux zones bien distinctes. Un manteau externe constitué d’hyphes mortes,
d’assez grande taille et liées entre elles par un ciment fin. Le manteau interne est formé
d’hyphes vivantes. Le ciment interhyphal est généralement réduit mais il peut étre abondant a
certains endroits. Les vacuoles des hyphes du manteau interne renferment des globules
sombres volumineux ainsi que des granules de taille beaucoup plus réduite et a contours
réguliers (Planche V, Fig. 2). Des dolipores observés au niveau des septums des articles
mycéliens confirment [’appartenance de ce champignon a la classe des Basidiomycetes
(Planche V, Fig. 3). Des plages sombres polyphénoliques, (Planche V, Fig. 3), sont visibles
dans le ciment du manteau interne. Elles sont plus généralement observées a la limite entre le
manteau interne et les cellules corticales. Des cellules fongiques volumineuses, (Planche V,
Fig. 4), renfermant un contenu dense et sombre sont également observées dans le manteau
interne. Elles correspondent a des laticiféres caractéristiques des lactaires.

Le champignon ascomycéte associ€é a ce type de mycorhize, souvent observé dans le
manteau, est reconnaissable par la présence des corps de Woronin, par la couche pariétale
sombre qui le limite extérieurement et par la taille de ses hyphes qui peut étre jusqu’a quatre
fois plus importante que celle des hyphes du lactaire (Planche V, Fig. 5). Il peut renfermer des
globules vacuolaires a contours flous (Planche V, Fig. 5).

Les hyphes formant le réseau de Hartig, (planche V, Fig. 6), présentent un aspect
ultrastructural similaire a celui des hyphes du manteau interne. Des granules sont visibles
dans de petites vacuoles des hyphes (Planche V, Fig. 6).

Les tissus racinaires (cortex, endoderme, cylindre central) impliqués dans les
mycorhizes, (Planche V, Fig. 7 et 8), présentent les mémes caractéristiques que celles des

mycorhizes a Cenococcum geophilum.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Le cortex est formé de cellules dégénérescentes et souvent aplaties, (Planche VI, Fig. 1).
Elles présentent un épaississement pariétal important et sont envahies de champignon dont les
hyphes intracellulaires de petite section sont parfois vacuolisées (Planche VI, Fig. 1). Ces

vacuoles peuvent renfermer de gros globules peu denses. Dans les situations favorables, il est
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NATURE CHIMIQUE
CONSTITUANTS RENDZINE BRUNIFIEE
Polysaccharides Protéines
Surface de la mycorhize [Mucilage ++ ++
Manteau externe Parois fongiques +(+) -
Ciment ++ ++
Manteau interne Parois fongiques + +
Ciment ++ ++
Glycogeéne +++ -
Réseau de Hartig Parois fongiques ++ +
ou Parois des cellules corticales voisines ) -
Hyphes intracellulaires |Ciment +(+) €2
Glycogéne +++ -
Cortex Parois des cellules corticales + -
Jonctions cellulaires + -
Parois des cellules endodermiques - -
Cylindre central Parois des cellules du péricycle - -
Parois des cellules du parenchyme ++ +
Jonctions cellulaires ++ +
Parois lignifiées des vaisseaux - -
Liser¢ interne des parois du xyleme ++ ++

Tableau 5 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures
présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica / Cenococcum geophilum prélevées en été
dans la rendzine brunifice.
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possible de confirmer si le champignon intracellulaire est un Ascomycéte ou un
Basidiomycete, soit par 1’aspect des septums, soit par la densité du ciment reliant les hyphes,
qui est sombre dans le cas des Ascomycetes et clair dans celui des Basidiomycetes. Des
composés polyphénoliques denses peuvent étre observés dans les cellules du cortex.

Les cellules endodermiques ainsi que les cellules subéreuses sous-jacentes, (Planche VI,
Fig. 2), présentent la particularité de posséder une couche sombre continue située contre la
couche interne de leur paroi.

Dans le cylindre central, (Planche VI, Fig. 3, 4 et 5), des formations secondaires
(phellogéne, suber, cambium, xyléme et phloeme) sont visibles. Les vaisseaux du xyléme
secondaire sont de grande taille. Il est cependant possible d’observer des vaisseaux présentant
des restes de cytoplasme renfermant des amyloplastes. De plus, les cellules du parenchyme

possedent une vacuole volumineuse qui accumule des composés polyphénoliques.

IV. ETUDE CYTOCHIMIQUE

L’étude des constituants polysaccharidiques et protéiques a été réalisée en microscopie
¢électronique a transmission afin de déterminer une partie de la nature cytochimique des

différentes structures mycorhiziennes et racinaires constitutives des organes étudiés.

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Les résultats sont reportés dans le tableau 5 et illustrés dans les planches VII et VIII.

1. Le test PATAg

Ce test cytochimique de mise en évidence des polysaccharides permet une bonne
amélioration du contraste des images.

Les hyphes extramatricielles, (Planche VII, Fig. 1), qui explorent le substrat, possedent
une paroi épaisse et trés réactive.

Le mucilage, (Planche VII, Fig. 2), présent en surface des mycorhizes réagit fortement
au test PATAg. Il en est de méme pour le ciment interhyphal. La paroi des hyphes de la partie
superficielle du manteau réagit plus faiblement (Planche VII, Fig. 2).

Dans la partie interne du manteau, (Planche VII, Fig. 3), les parois fongiques sont peu
réactives alors que le ciment interhyphal est fortement marqué. Parmi les réserves fongiques

cytoplasmiques, le glycogéne, peu abondant, réagit fortement au PATAg. Il se présente sous
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la forme de rosettes ou de petits globules, généralement repoussés en périphérie de la cellule
par la vacuole (Planche VII, Fig. 1, 2, 3 et 4).

Au niveau du réseau de Hartig (Planche VII, Fig. 4), les parois fongiques sont moins
réactives. La présence de glycogene dans le cytoplasme des hyphes est bien marquée.
Concernant les cellules corticales voisines du réseau de Hartig, les parois cellulaires montrent
une forte réaction au test PATAg. Le ciment reliant les deux partenaires est également bien
marqueé.

Les différentes structures du cortex (parois des cellules corticales et méats) présentent
une réaction similaire faible (Planche VII, Fig. 5). En revanche, une réponse négative a été
observée au niveau des parois des cellules endodermiques.

Au niveau du cylindre central, beaucoup de structures (parois des cellules du
parenchyme, jonctions cellulaires et liseré dense bordant la cavité des vaisseaux) présentent
une forte réaction & ce test. Seules les parois des cellules du péricycle et les parois épaissies

des vaisseaux du xyléme montrent une réaction négative au test PATAg.
2. Le marquage de Gomori-Swift

Ce marquage permet la mise en évidence des protéines riches en cystine.

En surface (Planche VIIL, Fig. 1), le mucilage est plus ou moins fortement marqué.
Dans le manteau, les parois fongiques réagissent trés faiblement au réactif de Swift (Planche
VIIL, Fig. 2) alors que le ciment interhyphal est trés réactif dans cette zone.

Au niveau du réseau de Hartig (Planche VIII, Fig. 3), les parois fongiques sont
faiblement marquées. En revanche, le marquage observé au niveau du cytoplasme des hyphes
est intense. Les parois des cellules corticales voisines restent claires. Le ciment reliant les
deux partenaires est peu réactif.

Les différentes structures du cortex (Planche VIII, Fig. 4), présentent une réaction
négative au réactif de Swift, excepté le cytoplasme des cellules. La lamelle moyenne est
réactive.

Dans le cylindre central, seules les parois des cellules du péricycle et des vaisseaux
xylémiens ne sont pas marquées. Les autres structures montrent une réaction variable. En
effet, les parois des cellules du parenchyme et les jonctions cellulaires réagissent faiblement
alors que le liseré pariétal dense qui borde la cavité des vaisseaux réagit fortement a ce

marquage.
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NATURE CHIMIQUE
CONSTITUANTS RENDZINE BRUNIFIEE
Polysaccharides Protéines
Manteau externe Parois fongiques + +
Ciment +++ +
Manteau interne Parois fongiques (+) ++
Ciment + ++
Glycogéne +++ -
Réseau de Hartig  {Parois fongiques +(4) ++
Parois des cellules corticales voisines +(+) ++
Ciment +(+) ++
Glycogéne +++ -
Cortex Parois des cellules corticales - +
Jonctions cellulaires - +
Parois des cellules endodermiques - -
Cylindre central Parois des cellules du péricycle +(+) +
Parois des cellules du parenchyme +(+) ++
Jonctions cellulaires +(+) ++
Parois lignifiées des vaisseaux + ++
Liser¢ interne des parois du xyléme ++ ++

Tableau 6 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les
structures présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica / Lactarius subdulcis
prélevées en été dans la rendzine brunifiée.
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B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau 6 et dans la planche IX.
1. Le test PATAg

Dans le manteau externe (Planche IX, Fig. 1), les parois fongiques et le ciment
interhyphal réagissent fortement au test PATAg. La réaction observée au niveau du ciment est
toutefois plus intense.

L’analyse des structures du manteau interne (Planche IX, Fig. 2), indique que les parois
cellulaires sont faiblement marquées alors que le ciment interhyphal ’est plus. Comme dans
le cas des mycorhizes a Cenococcum geophilum, le test PATAg révéle la présence de
glycogéne dans le cytoplasme des hyphes. La paroi des laticiféres (Planche IX, Fig. 3) est peu
réactive. Par contre, le latex est bordé par un faible marquage.

Dans le réseau de Hartig (Planche IX, Fig. 4), les parois hyphales, celles des cellules
corticales voisines et le ciment interfacial réagissent assez fortement au test PATAg. Le
glycogéne fongique intracytoplasmique est également fortement marqué.

Les différentes structures du cortex (parois des cellules corticales et endodermiques,
méats) ne sont pas marquées par le test PATAg (Planche IX, Fig. 5).

Dans le cylindre central (Planche IX, Fig. 6), les parois des cellules du péricycle et du
parenchyme réagissent fortement au test PATAg de méme que les jonctions cellulaires. En
revanche, une faible réponse a été observée au niveau des parois épaissies des vaisseaux du

xyléme. Le liseré pariétal dense qui borde la cavité des vaisseaux est trés réactif.
2. Le marquage de Gomori-Swift

La quasi-totalité des structures fongiques des mycorhizes (Planche IX, Fig. 7 et §),
réagissent positivement au réactif de Swift. Toutefois, si les parois fongiques et le ciment
interhyphal du manteau externe sont trés faiblement marqués, les parois des hyphes formant le
manteau interne (Planche IX, Fig. 7) et le réseau de Hartig (Planche IX, Fig. 8) ainsi que les
ciments interfaciaux réagissent plus fortement. De méme, les parois des cellules corticales
voisines du réseau de Hartig sont bien marquées (Planche IX, Fig. 8).

Dans le cortex (Planche IX, Fig. 9), les parois des cellules réagissent négativement alors
que les contours des jonctions cellulaires sont marqués. D’autre part, les parois des cellules

endodermiques ne sont pas marquées.
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NATURE CHIMIQUE

CONSTITUANTS RENDZINE BRUNIFIEE

Polysaccharides Protéines
Cortex Parois des cellules corticales + -
Parois des hyphes intracellulaires ++ -
Jonctions cellulaires + -

Parois des cellules endodermiques - -

Cylindre central  |Parois des cellules du suber - -

Parois des cellules du phellogéne - -
Parois des cellules du parenchyme - -

Jonctions cellulaires + -
Parois lignifiées des vaisseaux - +++
Liseré dense interne des vaisseaux +++ +++

Tableau 7 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les
structures présentes dans les racines porteuses de mycorhizes de Fagus sylvatica
prélevées en été dans la rendzine brunifiée.
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Toutes les structures du cylindre central réagissent fortement au réactif de Swift,

excepté les parois des cellules du péricycle qui semblent réagir plus faiblement.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Le tableau 7 rassemble les différents résultats obtenus. Ceux-ci sont également illustrés

dans la planche X
1. Le test PATAg

Les parois des cellules corticales réagissent peu a ce test (Planche X, Fig. 1). En
revanche, les parois des hyphes intracellulaires présentent une réaction au test PATAg
(Planche X, Fig. 1).

Au niveau de ’endoderme (Planche X, Fig. 2), les parois cellulaires ne réagissent pas a
ce test.

Les parois des cellules du suber et du phellogeéne sous-jacents (Planche X, Fig. 2),
présentent également une réaction négative au test PATAg.

Dans le cylindre central (Planche X, Fig. 3), la paroi épaissie des vaisseaux xylémiens et
les parois cellulaires du parenchyme médullaire montrent une réaction négative alors que les
autres structures présentent une réaction variable. Les jonctions cellulaires sont faiblement
marquées, par contre le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux est trés réactif au test
PATAg. Une zone pariétale fortement marquée subsiste au niveau des communications entre

les vaisseaux (Planche X, Fig. 3).
2. Le marquage de Gomori-Swift

Dans le cortex, les parois des cellules corticales et des hyphes intracellulaires ainsi que
les jonctions cellulaires ne réagissent pas au réactif de Swift. Il en est de méme des cellules
endodermiques (Planche X, Fig. 4).

L’absence de marquage a également €té observée au niveau des parois des cellules du
suber et du phellogéne.

Au niveau du cylindre central (Planche X, Fig. 5), les parois des cellules du parenchyme
et les jonctions cellulaires présentent aussi une réaction négative. En revanche, la paroi
épaissie des vaisseaux xylémiens ainsi que le liseré pariétal qui borde leur cavité réagissent

fortement au réactif de Swift.
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CONSTITUANTS RENDZINE BRUNIFIEE
Calcium Azote Silicium
Surface de la mycorhize Mucilage ++ + traces
Manteau externe Parois fongiques - traces traces
Ciment ++ + fraces
Manteau interne Parois fongiques - - -
Ciment - - -
Plages de polyphénols striées A+ +++ traces
Plages de polyphénols non striées +++ +(+) traces
Globules vacuolaires no no no
Granules de polyphosphates H - -
Réseau de Hartig Parois fongiques - - -
Parois des cellules corticales (+) 6] -
Ciment +(+) +(+) -
Polyphénols vacuolaires + + -
Globules vacuolaires ++ ++ -
Granules de polyphosphates no no no
Cortex Parois des cellules corticales - + -
Jonctions cellulaires +(+) + -
Parois des cellules endodermiques + +(+) -
Polyphénols de I'endoderme + + -
Cylindre central Parois des cellules du péricycle - traces -
Parois des cellules du parenchyme - traces -
Polyphénols du parenchyme +++ +H) -
Jonctions cellulaires ) +(+) -
Parois lignifiées des vaisseaux - (G)] -
Liseré interne des parois du xyléme - traces -

Tableau 8 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures des mycorhizes de Fagus

sylvatica | Cenococcum geophilum prélevées en été dans la rendzine brunifiée. ** : associé au phosphore.
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V.ETUDE MICROANALYTIQUE

Cette étude, a été réalisée en microscopie électronique & transmission, par deux
techniques spectroscopiques EELS et EDXS. Elles permettent de localiser a 1’échelle sub-

cellulaire les éléments minéraux recherchés (calcium, azote, silicium, ...).

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Les différents résultats sont rassemblés dans le tableau 8. La planche XI présente

quelques spectres caractéristiques de certaines structures.
1. La surface des mycorhizes

La microanalyse indique que le calcium et I’azote sont accumulés dans le mucilage
présent en surface de la mycorhize. Du silicium y est €galement détecté a 1’état de traces. Les
cristaux, observés a la surface des mycorhizes en microscopie électronique a transmission,
correspondent & du silicium cristallisé (quartz). Les dépots amorphes également riches en

silicium se sont avérés étre de la silice (Planche XI, Fig. 1 ; Spectre 1a).
2. Le manteau

Alors que le calcium n’est pas détecté dans le manteau superficiel au niveau des parois
des hyphes, il est accumulé dans le ciment interhyphal. L’azote est peu accumulé dans ce
ciment mais il a été¢ détecté a 1’état de traces dans les parois fongiques. Le silicium n’est
présent qu’a 1’état de traces dans ces structures.

Dans le manteau plus interne, ’azote et surtout le calcium, sont trés abondamment
stockés dans les plages de polyphénols striées ou non, localisées a proximité des cellules
corticales (Planche XI, Fig. 2 ; Spectre 2a). Ces éléments n’ont pas ¢té détectés dans les
parois fongiques ni dans le ciment. L’analyse des granules vacuolaires révéle que ceux-ci
contiennent du calcium associé & du phosphore (Planche XI, Fig. 2 ; Spectre 2b). Il s’agit de
granules de polyphosphates. Au niveau de la partie interne du manteau, seules les plages de

composés polyphénoliques striées ou non renferment du silicium.
3. Le réseau de Hartig

Le calcium, I’azote n’ont pas été détectés dans les parois fongiques. Toutefois, ces deux

éléments sont présents en assez grande proportion dans le ciment et dans les globules
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vacuolaires fongiques. Au niveau racinaire, 1’azote et le calcium sont faiblement détectés dans
les parois des cellules corticales voisines du réseau de Hartig. La présence d’azote a
également été révélée dans le cytoplasme de ces cellules alors que le calcium y est absent. Les
polyphénols vacuolaires sont pauvres en ces deux éléments.

La présence de silicium n’a pas été révélée dans les structures fongiques et racinaires.
4. Le cortex profond

Les jonctions cellulaires renferment de [’azote en faible proportion et accumulent
davantage de calcium. Les parois végétales ne stockent ni calcium ni silicium mais
accumulent 1égérement 1’azote.

La paroi épaisse des cellules endodermiques renferme de [’azote en assez grande
proportion, alors que le calcium y est plus faiblement détecté. Ces deux éléments sont
¢galement présents dans les polyphénols vacuolaires contenus dans ces cellules. Le silicium

semble étre absent de I’ensemble des structures du cortex.
5. Le cylindre central

Dans le cylindre central, le calcium est fortement accumulé dans les composés
polyphénoliques présents dans les vacuoles des cellules parenchymateuses. Par contre, il n’a
¢té détecté ni dans les parois des cellules du péricycle et du parenchyme ni dans celles des
vaisseaux. Les jonctions cellulaires situées entre les cellules parenchymateuses voisines des
vaisseaux conducteurs en renferment peu.

L’azote est accumulé en moins grande proportion dans les différentes structures du
cylindre central mais sa répartition est plus homogene. En effet, il est relativement abondant
dans les polyphénols vacuolaires du parenchyme et dans les jonctions cellulaires mais il est
présent seulement a 1’état de traces dans les parois des cellules du péricycle et du parenchyme
et dans le liseré dense bordant la cavité des vaisseaux. La paroi des vaisseaux renferme de

faibles proportions d’azote. Le silicium n’a pas €té détecté dans le cylindre central.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

L’ensemble des résultats est présenté dans le tableau 9 et dans la planche XI.
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CONSTITUANTS RENDZINE BRUNIFIEE
Calcium Azote Silicium
Surface de la mycorhize €] D) -
Manteau externe Parois fongiques traces traces traces
Ciment + + traces
Manteau interne Parois fongiques traces traces traces
Ciment + +(+) traces
Plages de polyphénols striées ++ ++ traces *
Plages de polyphénols non strides no no no
Globules vacuolaires +(+) ++ traces
Granules de polyphosphates e - -
Réseau de Hartig Parois fongiques - (+ traces *
Parois des cellules corticales - - traces
Ciment - + traces
Polyphénols vacuolaires + + traces
Granules de polyphosphates HF)HE - -
Globules vacuolaires + +(+) traces
Cortex Parois des cellules corticales - - traces
Jonctions cellulaires - - -
Parois des cellules endodermiques + + traces
Polyphénols de I'endoderme + + traces *
Cylindre central Parois des cellules du péricycle traces traces traces
Parois des cellules du parenchyme traces traces traces
Polyphénols du parenchyme +(+) +(+) -
Jonctions cellulaires +(+) +(+) traces
Parois lignifiées des vaisseaux - - traces
Liseré dense interne des vaisseaux - - -
Tableau 9 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures des mycorhizes de Fagus

sylvatica | Lactarius subdulcis prélevées en été dans la rendzine brunifiée. * : associé & des traces d'aluminium
; “* . associé au phosphore.
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1. La surface des mycorhizes

En été, la surface des mycorhizes présente une faible capacité a fixer le calcium et

P’azote. Le silicium semble étre absent.
2. Le manteau

Le calcium, I’azote et le silicium sont faiblement détectés dans les parois fongiques des
manteaux externe et interne. En revanche, les ciments accumulent davantage le calcium et
I’azote. Ces deux ¢léments sont abondamment détectés dans les plages polyphénoliques
stri¢es du manteau interne. Elles contiennent également des traces de silicium et d’aluminium.
Les vacuoles fongiques du manteau interne, renferment deux types de granules : des globules
aux contours flous, riches en azote (Planche XI, Fig. 3; Spectre 3a) et contenant des
proportions variables de calcium et des traces de silicium ; des granules plus petits, riches en

phosphore et en calcium, mais sans azote ni silicium (Planche XI, Fig. 2 ; Spectre 2b).
3. Le réseau de Hartig

Les parois fongiques et le ciment semblent étre dépourvus de calcium, alors qu’ils
contiennent de ’azote et des traces de silicium. Les hyphes renferment les deux types de
corpuscules vacuolaires décrits dans le manteau interne : les globules riches en azote associé a
de faibles teneurs en calcium et en silicium ; et les granules riches en phosphore et en
calcium.

Les parois des cellules corticales voisines du réseau de Hartig renferment uniquement
des traces de silicium. En revanche, les polyphénols vacuolaires de ces cellules contiennent a

la fois du calcium, de I’azote et du silicium mais en faible proportion.
4. Le cortex profond

Le calcium et ’azote n’ont été détectés ni dans les parois des cellules du cortex exempt
de champignon ni dans les jonctions cellulaires. Cependant, leur présence a ét¢ faiblement
révélée dans les cellules endodermiques (parois et composés polyphénoliques vacuolaires).

Les polyphénols de ’endoderme renferment également du silicium a 1’état de traces, et
de l’aluminium. Le silicium est aussi présent, dans les parois des cellules corticales et

endodermiques.
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CONSTITUANTS RENDZINE BRUNIFIEE

Calcium Azote Silicium

Cortex Parois des cellules corticales - + -

Parois des hyphes intracellulaires - €3] -

Jonctions cellulaires - +H#) -

Parois des cellules endodermiques - ) traces

Liseré interne pariétal / endoderme - - silice

Polyphénols de I'endoderme - + traces
Cylindre central Parois des cellules du suber - - -

Liseré interne pariétal / suber - - silice

Parois des cellules du phellogéne - - +

Parois des cellules du parenchyme - - -

Polyphénols du parenchyme - - -

Jonctions cellulaires - - -

Parois lignifiées des vaisseaux - - -

Liseré dense interne des vaisseaux - - -

Tableau 10 : Localisations du calcium, de 1'azote et du silicium dans les structures des racines porteuses de
mycorhizes de Fagus sylvatica prélevées en été dans la rendzine brunifiée.
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5. Le cylindre central

Le calcium, I’azote et le silicium ont été détectés a 1’état de traces dans les parois des
cellules péricycliques et parenchymateuses. Lorsque des polyphénols sont produits par ces
cellules, ils renferment des proportions non négligeables de calcium et d’azote. Il en est de
méme pour les jonctions entre les cellules parenchymateuses proches du xyléme. Par contre,
la paroi des vaisseaux du xyléme ne semble pas en accumuler.

Des traces de silicium sont détectées dans les parois des cellules du péricycle, dans les

jonctions cellulaires et dans les parois secondaires lignifiées des vaisseaux.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Les résultats des différentes analyses sont présentés dans le tableau 10 et dans la

planche XI.
1. Le cortex

Le cortex accumule peu d’azote et pas de calcium. En effet, le calcium n’est pas détecté
dans les parois des cellules corticales et endodermiques. Seul de 1’azote a été faiblement
détecté dans les parois de ces cellules. Cet élément est cependant plus abondamment présent
dans les jonctions intercellulaires.

Dans les hyphes envahissant le cortex, la présence de calcium n’a pas été révélée dans
les parois fongiques. En revanche, de 1’azote y est détecté en faible proportion.

Au niveau des cellules de I’endoderme et du suber sous-jacent, une bande de silice a €té
observée contre la paroi interne de ces cellules (Planche XI, Fig. 4 ; Spectre 4a). Cette bande
de silice est également clairement observée lorsqu’une cartographie X est réalisée (Planche
XI, Fig. 5). Le silicium est également présent a 1’état de traces dans la paroi épaissie des
cellules endodermiques et dans la paroi des cellules du phellogéne. Les polyphénols

vacuolaires contenus dans les cellules endodermiques en renferment également des traces.

2. Le cylindre central

Dans le cylindre central (parois et polyphénols des cellules du parenchyme, parois des
vaisseaux, jonctions cellulaires, cytoplasme des cellules parenchymateuses quand il est

visible), Ia présence de calcium, d’azote et de silicium n’a pas ¢té révélée.
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DISCUSSION :

La premiere partie de ce travail a consisté a caractériser deux mycorhizes naturelles
(Fagus sylvatica | Cenococcum geophilum et Fagus sylvatica | Lactarius subdulcis) et leurs
racines porteuses sur un sol spécifique et 4 une période donnée de I’année. Les résultats
obtenus doivent servir de référence pour des études ultérieures afin de mettre en évidence
I’effet du sol et des saisons sur les associations mycorhiziennes.

Des études antérieures concernant Cenococcum geophilum (Trappe, 1962 ; Mikola,
1948) et les mycorhizes de Lactarius subdulcis en association avec le Hétre (Prévost et
Pargney, 1995 ; Pargney et Prévost, 1996 ; Prévost et Pargney, 1997) ont permis d’identifier
les deux types de mycorhizes choisis.

Leur caractérisation a ¢€té complétée au niveau morphologique, histologique,
ultrastructural et cytochimique. De plus, la cytolocalisation en microscopie €lectronique a
transmission de certains éléments du sol dans les structures mycorhiziennes a mis en évidence

les sites d’accumulation pour ces éléments absorbés.

I. LES ASSOCIATIONS SYMBIOTIQUES FORMEES PAR CENOCOCCUM
GEOPHILUM ET LACTARIUS SUBDULCIS

A. COMPARAISON MORPHOLOGIQUE

Les deux mycorhizes récoltées dans la rendzine brunifiée se différencient par de
nombreux critéres notamment par leur couleur, leur taille et leur abondance.

Ainsi, la mycorhize de Cenococcum geophilum est de couleur noir charbon
caractéristique du mycélium végétatif de Cenococcum (Trappe, 1962). Cependant,
Ferdinandsen et Winge (1925) considérent que cette coloration serait due a 1’dge puisque
I’extrémité des hyphes en croissance est hyaline a jaune clair alors que les cellules plus dgées
sont plus noires (Trappe, 1962). Une telle variation de couleur en fonction de [’dge de
I’organe existe chez d’autres associations mycorhiziennes comme chez les mycorhizes
formées par Tuber et Corylus qui de claires deviennent brun foncé en vieillissant (Pargney,
1994) ou encore chez les mycorhizes de Lactarius subdulcis récoltées dans un sol brun lessivé
(Prévost et Pargney, 1995) qui de jaune clair virent au jaune orangé lorsqu’elles sont matures.
Cette couleur plus ou moins prononcée des mycorhizes de lactaire a également été observée
au niveau de nos échantillons issus du sol calcaire. Cela n’a pas facilité leur récolte puisque

ces mycorhizes coexistent notamment avec un autre lactaire, Lactarius blennius de couleur
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jaune clair (Prévost, 1992). L’observation de coupes en microscopie photonique s’est donc
révélée indispensable dans ce cas pour une identification fiable des échantillons.

Les mycorhizes de Cernococcum geophilum sont généralement de petite taille avec un
mycélium extramatriciel bien développé, ce qui leur permet d’explorer un volume plus
important de substrat ot elles puisent I’eau et les éléments nutritifs dont elles ont besoin. En
revanche, les mycorhizes de Lactarius subdulcis ont une taille cinq fois plus importante
(environ 5 mm), mais elles ne présentent pas de mycélium extramatriciel. La surface de
I’organe est lisse et aucune formation telle que des rhizomorphes (agrégations d’hyphes), n’a
été observée. Il semble toutefois, que Lactarius subdulcis soit capable de former de telles
structures puisque Prévost et Pargney (1997) ont remarqué parfois la présence de
rhizomorphes se dégageant de la base des mycorhizes récoltées dans un sol brun lessivé
naturel. Des études antérieures (Voiry, 1981 ; Blaise et Garbaye, 1983 ; Lei, 1988 ; Prévost,
1992) ont ainsi suggéré que les mycorhizes a mycélium frangeant étaient plus efficaces dans
la nutrition des plantes que les mycorhizes lisses. Les mycorhizes développant des hyphes
extramatricielles seraient ainsi plus fréquentes sur les jeunes plants qui ne donnent pas une
grande quantité de matiére organique, alors que les mycorhizes lisses coloniseraient plutot les
racines des arbres adultes qui fournissent de la matiére organique en abondance. Ces
mycorhizes lisses stimuleraient également la rhizogenése de maniére & augmenter le nombre
d’apex racinaires susceptibles d’explorer le sol.

L’observation des différentes associations mycorhiziennes établies sur le systéme
racinaire du Hétre a révélé que, dans ce sol, les mycorhizes de Cenococcum geophilum
constituent le type mycorhizien le plus abondant alors que les mycorhizes & Lactarius
subdulcis étaient rares.

Il semblerait donc que, dans le sol calcaire et basique, le nombre de mycorhizes soit
privilégié¢ par rapport a la taille dans le cas de Cenococcum geophilum et inversement pour
Lactarius subdulcis. Cette différence de proportion entre les deux types mycorhiziens pourrait
s’expliquer par une différence de compétitivité entre les deux organismes fongiques.
Cependant, Cenococcum étant considéré comme un champignon peu compétitif, un autre

facteur doit influencer le développement de ces organes symbiotiques.

B. COMPARAISON STRUCTURALE

Les différences morphologiques observées au niveau des deux couples symbiotiques

étudiés pouvaient laisser présager des modifications structurales (figure 23).
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Mycorhize de Mycorhize de

Fagus sylvatica / Cenococcum geophilum Fagus sylvatica / Lactarius subdulcis
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. . Manteau externe
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Figure 23 : Représentation schématique de I’organisation des deux mycorhizes récoltées dans la rendzine brunifiée, pendant I’été.

@D . Ascomycéte associé ; @ : laticifere ; @ : composés polyphénoliques.
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En effet, bien que les mycorhizes se caractérisent toutes les deux par la présence d’un
manteau fongique enrobant la racine courte, quelques différences sont a remarquera ce
niveau. D’une part, les interfaces sol-surface du manteau fongique sont différentes. Chez
Lactarius subdulcis, le manteau est directement en contact avec le sol et les hyphes les plus
externes sont mortes alors que 1’ectomycorhize de Cenococcum geophilum est isolée du sol
par un matériel mucilagineux sombre. De plus, le manteau des mycorhizes & Lactarius
subdulcis est tres €pais (plus de dix assises cellulaires) alors que celui des mycorhizes de
Cenococcum geophilum ne comprend que cing assises d’hyphes environ.

D’autre part, si le manteau des mycorhizes de lactaire se subdivise en une zone externe
constituée d’hyphes mortes souvent écrasées (manteau externe) et une zone interne formée
d’hyphes vivantes (manteau interne), le manteau des mycorhizes de Cenococcum est
entiérement vivant a cette époque de I’année. Ceci pourrait s’expliquer par la présence en
surface de la mycorhize de ce matériel mucilagineux sombre qui est absent chez les
mycorhizes de lactaire. Cette gaine, responsable de la coloration noire des mycorhizes de
Cenococcum geophilum, correspondrait a des exsudations d’origine pariétale et servirait de
protection, notamment contre la sécheresse, permettant ainsi aux couches d’hyphes les plus
superficielles de demeurer vivantes (Trappe, 1962). Metzler et Oberwinkler (1987) I’ont
définie comme étant de la mélanine. Le manteau des mycorhizes de lactaire se différencie
également par la présence dans le manteau interne de structures caractéristiques, les
laticiféres, impliquées dans la production et le transport de latex (Prévost et Pargney, 1995).

Cette différence de stratification du manteau doit étre a I’origine de différences de
composition chimique des interfaces qui sont constituées par les parois fongiques et le ciment
interhyphal (Dexheimer et Pargney, 1991a et b). Ainsi, chez les mycorhizes de Cenococcum
geophilum, dont le manteau est entierement vivant, les parois des hyphes de I’ensemble du
manteau montrent une faible réaction au test PATAg et au réactif de Gomori-Swift. Elles sont
donc de nature glycoprotéique. Le ciment interhyphal réagit fortement aux deux techniques
cytochimiques dans la totalité du manteau. En revanche, chez les mycorhizes de Lactarius
subdulcis, 1’apparition d’un manteau externe mort induit une variation de l’intensité du
marquage par les tests cytochimiques. En effet, dans le ciment du manteau externe, le
marquage par le test PATAg est plus intense que dans celui du manteau interne confirmant
ainsi les résultats obtenus par d’autres travaux (Pargney, 1990, 1991 ; Bawadikji, 1993 ;
Pargney et Prévost, 1996). Au niveau des parois des hyphes, la réaction est plus intense dans
le manteau externe que dans le manteau interne. En revanche, le marquage par le réactif de
Gomori-Swift montre le gradient inverse avec une réactivité plus forte des structures du

manteau interne par rapport a celles du manteau externe. La formation d’un manteau externe
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dont les hyphes sont mortes ou dégénérescentes entraine donc des modifications des parois
fongiques et du ciment interhyphal aboutissant a I’élaboration d’une structure plus résistante
(Pargney, 1991).

Dans les deux mycorhizes, la limite entre le manteau fongique et la racine est marquée
par la présence de plages de composés polyphénoliques qui généralement montrent en coupe
un aspect plus ou moins strié. Ceci ne refléte sans doute qu’une différence de dureté de ces
substances, due a une variation d’imprégnation osmique révélée lors de la réalisation des
coupes. Ces composés polyphénoliques d’origine racinaire sont excrétés par les cellules
corticales au contact du champignon. Iis sont alors incorporés dans le ciment du manteau
interne au fur et a mesure de la progression de celui-ci. Ces substances peuvent d’ailleurs étre
assimilées par les champignons qui possédent les enzymes nécessaires a leur dégradation
(Pais et Barroso, 1983 ; Pargney et Brimont, 1995).

Le manteau fongique est donc une interface entre le sol et la racine vis-a-vis de laquelle
il assure un role protecteur (Harley et Smith, 1983). Cette protection serait principalement
assurée par le mucilage dans le cas des mycorhizes de Cenococcum geophilum, alors que chez

les mycorhizes de Lactarius subdulcis, I’ épaisseur du manteau fongique jouerait ce réle.

II. LES RELATIONS ENTRE LES SYMBIONTES FONGIQUES ET LA RACINE DE
HETRE

A partir du manteau fongique, le champignon progresse vers ’intérieur de la racine,
entre les cellules racinaires pour former le réseau de Hartig, zone d’échanges divers entre les
deux partenaires. Celui-ci est, dans le cas des deux mycorhizes étudiées, unisérié et continu.
L’interface a ce niveau change par rapport a celle du manteau puisque le ciment n’est plus
exclusivement d’origine fongique, mais est produit a la fois par les parois fongiques et
végétales. En effet, au ciment issu de la paroi fongique s’ajoutent des composés pectiques
d’origine spécifiquement racinaire issus de la lamelle moyenne des cellules corticales,
démantelée au moment de la mise en place du réseau de Hartig (Massicotte et al., 1990 ;
Boutekrabt et Pargney, 1991 ; Gea, 1995). La différence de marquage par les tests
cytochimiques qui a été observée au niveau des interfaces du réseau de Hartig, pourrait
s’expliquer par la nature différente des structures fongiques qui dans un cas sont formées par
un Ascomycéte et dans I’autre cas par un Basidiomycete. Ainsi, dans les ectomycorhizes de
Cenococcum geophilum, le marquage des interfaces du réseau de Hartig par le test PATAg est
intense mais il est faible dans le cas du réactif de Gomori-Swift. Les parois hyphales sont

donc davantage polysaccharidiques que protéiques. En revanche, dans les ectomycorhizes de
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Lactarius subdulcis, les interfaces entre les cellules corticales et les hyphes réagissent
fortement aux deux techniques cytochimiques.

Le réseau de Hartig établit par les deux champignons s’étend sur environ deux assises
cellulaires et il est bordé latéralement par les cellules corticales de la racine. La présence de
mitochondries dans les cytoplasmes des hyphes comme dans celui des cellules corticales
révéle un fonctionnement physiologique actif a cette époque de I’année. Les cellules
corticales voisines du réseau produisent toutefois des composés polyphénoliques vacuolaires.
La fonction de régulation des phénols racinaires dans les interactions plantes-champignons a
déja été évoqué par différents auteurs (Harborne, 1980, 1982 ; Sylvia et Sinclair, 1983 ;
Chakravarty et Unestam, 1986). De méme, Malajczuk ef al. (1984) pensent que les tanins
racinaires jouent un role dans le contrdle du champignon mycorhizien, en régulant la
formation du réseau de Hartig. Dans notre étude, la production de ces substances serait
également une réponse a la présence du symbionte. Dans la symbiose mycorhizienne, les
racines mettent en place des mécanismes de défense habituellement utilisés pour empécher
une infection par un champignon pathogene. Toutefois, les champignons ectomycorhiziens
provoquent des réactions de défense compatibles avec 1’établissement de la symbiose chez les
racines du fait de I’échange de signaux de reconnaissance entre les deux partenaires (Piché et
al., 1988 ; Martin et Hilbert, 1991), tels que des lectines et des flavonoides émis par la racine
ou des auxines fongiques (Béguiristain, 1996). Dans notre étude, les deux champignons
étudiés induisent une production similaire de composés polyphénoliques par la racine
indiquant sans doute des degrés d’agressivité voisins. Néanmoins, ’activité fongicide des
composés polyphénoliques doit étre nuancée. En effet, Piché ef al. (1981) n’ont pas trouvé de
différences significatives dans le contenu en composés polyphénoliques des mycorhizes et des
racines non infectées de Pin.

Le développement du champignon dans la racine reste confiné au cortex superficiel. Le
cortex profond des mycorhizes de Cenococcum et de Lactarius est généralement dépourvu de
mycélium. Dans les deux mycorhizes, le champignon n’atteint jamais 1’endoderme dont les
cellules sont généralement remplies de composés polyphénoliques. L’endoderme préserve
ainsi le cylindre central des mycorhizes d’une invasion massive par les champignons. Il
semble donc que si les polyphénols racinaires produits dans la zone du réseau de Hartig
limitent le développement du champignon mycorhizien, ceux présents dans 1’endoderme
constituent une véritable barriére physique au passage du partenaire fongique.

Dans le cas des mycorhizes de Lactarius subdulcis, des hyphes intracellulaires ont pu
étre cependant observées dans le cortex profond. Ces hyphes sont souvent de taille supérieure

a celle des hyphes constituant le manteau ou le réseau de Hartig. La couche externe de leur
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paroi est généralement sombre a la différence de celle de la paroi des hyphes de Lactarius. 11
s’agirait donc d’un deuxiéme champignon. Ces hyphes sont également présentes dans le
manteau formé par Lactarius subdulcis. Brand (1987, 1993) a observé la présence d’un
champignon ascomycete en association avec Lactarius subdulcis dans les mycorhizes qu’il
forme avec Fagus sylvatica. Cet Ascomycéte a été défini comme étant Leucoscypha
leucotricha, de la famille des Humariacées, qui colonise les litiéres forestiéres en
décomposition (Denis, 1968). D’aprés Brand (1987), la présence de ce champignon
supplémentaire ne perturberait pas les relations ectomycorhiziennes ni la croissance racinaire.
Ces triples associations ne sont pas rares sur les racines de Hétre (Brand, 1987). Elles existent
également chez les Coniféres ol I’on peut observer la présence simultanée de Chroogomphus
ou Gomphidius avec Suillus ou Rhizopogon (Agerer, 1990). Cependant, il s’agit de quatre
genres appartenant a la classe des Basidiomycetes. Ce sont donc, dans ce cas, des
champignons plus proches les uns des autres que les lactaires et les Ascomycétes.
L’ Ascomycéte associé a la mycorhize de lactaire, outre les cellules corticales, peut coloniser
les cellules taniféres de la coiffe et méme les cellules de la zone méristématique. Prévost et
Pargney (1995) ne considérent pas ce champignon comme un champignon symbiotique mais
plutét comme un saprophyte puisqu’ils I’ont essentiellement observé dans des cellules mortes
ou dégénérescentes. Dans notre cas, en dépit de la présence de cet Ascomycéte, les deux
partenaires des mycorhizes de Lactarius subdulcis (le lactaire et la racine) récoltées a cette
époque de I’année, étaient vivants et aucun signe de dégénérescence n’a été décelé. Toutefols,
cet Ascomycete n’a pas été observé au niveau du réseau de Hartig, siége des échanges
trophiques entre les deux partenaires de la symbiose, et était souvent intracellulaire, ce qui

tend a confirmer I’interprétation des auteurs cités précédemment.

III. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES

Les racines porteuses prélevées soit a proximité des mycorhizes de Cenococcum soit a
proximité des mycorhizes de Lactarius, présentent une organisation similaire. Elles peuvent
étre recouvertes en partie par du mycélium sans toutefois aboutir & la formation d’un manteau
organisé comme dans le cas d’une mycorhize véritable. Cependant, des hyphes intracellulaires
sont présentes en grand nombre dans les cellules du cortex. Ce dernier est d’ailleurs
dégénérescent et tend a se détacher progressivement du reste de la racine au niveau de
I’endoderme. Dans certains échantillons, la paroi de certaines hyphes intracellulaires apparait
dense laissant supposer qu’il s’agit d’un Ascomycéte alors que dans d’autres objets, la paroi

des hyphes intracellulaires est claire indiquant la présence d’un Basidiomycéte.
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Bien que dégénérescent, le cortex racinaire participe a la préservation de I’intégrité du
reste de la racine. En effet, des épaississements pariétaux importants de la paroi des cellules
du cortex ont été observés. Cette paroi plus épaisse doit limiter la progression radiale du
champignon. Toutefois, cet épaississement pariétal ne concerne pas la totalité de la paroi mais
seulement celle dirigée vers ’intérieur de la racine. A un fort grandissement, en microscopie
€lectronique a transmission, elle apparait parfois formée de la juxtaposition de lamelles
rappelant la subérification des parois de certaines cellules. Il se pourrait donc que ces cellules
correspondent a des restes de 1’assise subéreuse et ne soient pas seulement une réponse pour
limiter I’invasion mycélienne.

Le cylindre central de ces racines porteuses comprend des formations secondaires. Le
phellogéne, mis en place dans le péricycle, produit vers I'extérieur du suber. Les cellules de
I’endoderme et du suber différencié sous-jacent, sont remplies de composés polyphénoliques
qui pourraient agir comme une barriére physique empéchant ainsi [’envahissement du
cylindre central par les hyphes.

La présence de la couche de silice qui a été observée contre la paroi interne des cellules
de I’endoderme et du suber différenci¢ sous-jacent de la racine, est absente au niveau de
I’endoderme des mycorhizes. Dans la racine porteuse, la formation de cette couche de silice
est corrélée avec I’absence de cortex. En effet, elle n’a pas été observée dans les racines
porteuses chez lesquelles le cortex est vivant et toujours en relation avec I’endoderme. En
revanche, lorsque le cortex est détaché de la racine, la couche de silice est observée. Il
semblerait donc que le cortex vivant assure en grande partie la protection de la racine contre
un envahissement trop important du champignon. En revanche, apres desquamation du cortex,
I’endoderme et le suber sont les barrieres qui préservent ’intégrité du cylindre central. Les
couches de silice pourraient donc renforcer la défense de la stéle vis-a-vis des organismes
étrangers.

Il semble donc que la racine porteuse adopte une stratégie différente de celle des
mycorhizes pour préserver I’intégrité racinaire. En effet, ’absence d’un manteau organisé
comparable & celui des mycorhizes induit la mise en place d’autres systémes de défense.
Ainsi, I’endoderme et le suber sont formés de cellules remplies de polyphénols qui constituent
une barriére active, renforcée par les bandes de silice, contre les organismes étrangers. Ces
structures servent également de barriére vis-a-vis des éléments minéraux du sol qui ont été
absorbés, comme semblent le montrer les analyses qui ont révélé des tissus racinaires
extrémement pauvres en ions. Cette fonction de barriére de l’assise endodermique a
également été reliée a la composition chimique des parois cellulaires (Kolattukydy, 1984 ;

Monties, 1989 ; Lange et al., 1995 ; Zeier et Schreiber, 1998).
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Cette organisation de la racine porteuse ainsi que celle des deux mycorhizes peuvent
étre mises en relation avec la fonction de I’organe. En effet, la racine porteuse assure la
fonction de conduction axiale des nutriments vers le reste de ’arbre. Son anatomie est donc
en relation directe avec cette fonction. L’endoderme joue ainsi le role de barriere physique
contre le passage des organismes et constitue un filtre actif qui limite fortement voire inhibe
le transport radial des nutriments par leur immobilisation dans les composés polyphénoliques.
De méme, les cellules du suber les plus externes sont remplies de polyphénols qui filtrent
¢galement les éléments minéraux ayant malgré tout transité. Tout ceci concourt au fait que le
transport axial est alors favorisé. A Dinverse, les mycorhizes sont spécialisées dans
’absorption des ions et des petites molécules du sol et dans leur transport radial vers la racine.
Le champignon assure ainsi un role dans la régulation de cette absorption et du transport

radial des ¢léments minéraux (Le Disquet, 1997).
IV. COMPORTEMENT DES MYCORHIZES VIS-A-VIS DES ELEMENTS DU SOL

L’étude analytique a permis de mettre en évidence les différents sites d’accumulation de
certains éléments (calcium, azote, silicium) puisés dans le sol par les hyphes et stockés dans
les structures mycorhiziennes.

Comme cela a été dit précédemment, des modifications ultrastructurales notamment du
manteau mycorhizien vont de paire avec des modifications de la composition chimique des
interfaces. Il est donc probable également que les structures fongiques et racinaires des
mycorhizes présentent des capacités variables d’accumulation des éléments minéraux. Il
convient de préciser ici que lorsque I’accumulation d’un élément est mentionnée, par 1’une ou
I’autre des techniques, elle correspond & un spectre d’analyse au niveau duquel le pic
caractéristique de 1’élément recherché est clairement visible. C’est particuliérement le cas du
silicium dont la détection en microanalyse X est parfois perturbée par la présence de
’osmium dans les structures analysées.

Ainsi, le mucilage présent en surface des ectomycorhizes de Cenococcum geophilum
accumule du calcium, de 1’azote organique et inorganique et du silicium. Cela est sans doute
dd & la nature méme des composés polysaccharidiques et protéiques qui, par leurs charges
négatives, sont aptes a fixer ces éléments chargés positivement. Cependant, une faible
proportion de silicium est détectée dans le mucilage. Cet élément qui provient du quartz et de
formations siliceuses présents en surface de 1’organe, est peu absorbé ce qui explique la
pauvreté des tissus racinaires de ces mycorhizes en cet élément minéral. Les ectomycorhizes

de Lactarius subdulcis, ne possédant pas un tel mucilage, montrent une capacité plus faible a
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fixer sur leur surface les éléments recherchés. Notamment, le silicium n’a pas été détecté a ce
niveau alors que la majorité des structures fongiques et racinaires des mycorhizes de lactaire
accumulent cet 1on.

Dans le manteau des deux mycorhizes étudiées, certaines structures sont des sites
privilégiés de ’accumulation des éléments minéraux recherchés : les ciments interhyphaux
ainsi que les plages de composés polyphénoliques. L’importance des composés
polyphénoliques dans la rétention des cations (Genet, 1994 ; Genet et Pargney, 1994 ;
Pargney et Kottke, 1994 ; Pargney et Brimont, 1995 ; Le Disquet, 1997) ou des métaux lourds
(Le Disquet, 1997) est maintenant bien connue. Dans notre étude, une variation de
I’accumulation des ions dans ces substances a été observée entre les deux mycorhizes. C’est
ainsi que de trés fortes proportions de calcium et d’azote ont été détectées dans les
polyphénols striés et non striés du manteau des ectomycorhizes de Cenococcum geophilum
alors que ceux (striés) du manteau des mycorhizes de Lactarius subdulcis en renferment
moins. Plusieurs hypothéses peuvent étre émises pour expliquer ces faits. D une part, il existe
différents types de composés polyphénoliques se distinguant par leur composition chimique,
leur degré de maturation, leur origine. Une étude cytochimique a ainsi montré que les
composés phénoliques des mycorhizes d’Eucalyptus étaient chimiquement différents de ceux
de la coiffe racinaire ou de I’épiderme (Ling-Lee er al., 1977). Toutefois, dans les deux
mycorhizes étudiées, les polyphénols incorporés au manteau ont une origine corticale. D’autre
part, pour parvenir a la racine, les ions du sol doivent étre absorbés avant d’étre transportés
via le symplasme et/ou I’apoplasme fongiques jusqu’a la racine. Ceci implique une régulation
par le champignon. Une différence de capacité d’absorption des ions pourrait donc étre a
I’origine de leur accumulation différentielle dans les composés polyphénoliques ainsi que
dans les structures fongiques. Nous avons précisé précédemment qu’une partie des éléments
¢taient immobilisés dans le mucilage pour les mycorhizes de Cenococcum, ce qui n’est pas le
cas des mycorhizes de lactaire. Cependant, dans ces derni¢res, I’ensemble des structures
fongiques participent 4 la fixation des éléments minéraux absorbés alors que dans les
premiéres, il semble que seules les structures les plus aptes a accumuler ces ions sont mises a
contribution. Ce n’est donc sans doute pas tant une différence de capacité d’absorption des
ions qui semble étre en cause mais plutdt un phénoméne de « dilution» des ions par le
nombre de structures impliquées dans leur immobilisation.

Le calcium et I’azote sont également stockés dans des formations vacuolaires fongiques
particuliéres : les granules de polyphosphates et les globules riches en azote. La concentration
de phosphore et d’azote sous forme de granules et de globules est un phénoméne connu

(Strullu et al., 1982 ; Strullu ef al., 1983 ; Kottke et al., 1995). Cependant, certains auteurs
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(Orlovich et Ashford, 1993) imputent & la préparation pour la microscopie électronique des
¢chantillons, la formation des granules de polyphosphates. Les ectomycorhizes de
Cenococcum geophilum renferment uniquement des granules de polyphosphates dans les
hyphes du manteau et des globules azotés dans celles du réseau de Hartig. En revanche, les
ectomycorhizes de Lactarius subdulcis contiennent les deux types de corpuscules a la fois
dans le manteau et dans le réseau de Hartig. Kottke e al. (1994) ont montré une progression
dans I’apparition des granules et des globules vacuolaires. C’est ainsi que dans les hyphes du
champignon mycorhizien Laccaria bicolor soumises a une concentration élevée en aluminium
pendant une durée allant de 3 a 8 jours, les granules de polyphosphates s’enrichissent en azote
et changent d’aspect, correspondant alors & des globules azotés. Il semble donc que ces
globules soient une réponse a la présence d’une dose massive d’aluminium. Dans notre cas, la
concentration €levée en calcium disponible dans le sol pourrait induire la formation de ces
globules azotés dans les vacuoles des hyphes. La présence ou I’absence de ces globules
fongiques serait alors fonction du degré de résistance du champignon & la forte teneur en
calcium et/ou de sa capacité a limiter I’absorption de cet ion. L’observation des granules de
polyphosphates et des globules azotés dans les vacuoles des hyphes du manteau et du réseau
de Hartig des ectomycorhizes de Lactarius subdulcis constituerait un stade intermédiaire.

Chez les deux ectomycorhizes étudiées, le cortex profond est relativement pauvre en
¢léments minéraux, bien que celui des mycorhizes de Cernococcum geophilum semble un peu
plus riche en calcium et en azote que celui des mycorhizes de Lactarius subdulcis, ce qui
confirme I’accumulation préférentielle des éléments minéraux dans les structures fongiques.
Dans le cylindre central, les 1ons sont détectés principalement dans les jonctions cellulaires et
dans les composés polyphénoliques présents dans le parenchyme médullaire. En revanche, les
vaisseaux en contiennent peu. Seule la présence d’un peu d’azote a été révélée au niveau du
liseré bordant la cavité des vaisseaux conducteurs chez les mycorhizes de Cenococcum
geophilum. Or ce liseré pariétal renseigne sur les éventuels éléments acheminés via la seve
brute vers le reste de I’arbre. Au printemps et au début de 1’été, la croissance des parties
racinaires et aériennes du Hétre est active et nécessite de grandes quantités de nutriments. En
revanche, a la fin de I’été, la croissance du Hétre tend a se ralentir (Hoffman, 1972) et les
besoins en nutriments deviennent moindres. Carisey (1990) a ainsi montré chez I’épicéa, que
les concentrations minérales de la séve xylémique varient en fonction de la saison. Elles sont
en général élevées en début de saison de végétation puis diminuent pdur rester globalement
stables jusqu’a la fin de la saison végétative.

Dans les deux mycorhizes, les tissus racinaires sont donc plus pauvres en ions que les

structures fongiques. En revanche, les mycorhizes et les racines porteuses de mycorhizes ne
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correspondant pas au méme type racinaire, il n’est pas possible d’effectuer une comparaison
entre les tissus racinaires de ces deux organes concernant leur richesse ionique, ce qui
permettrait de mettre en évidence le rdle du champignon. Toutefois, 1’étude de ces deux types
d’organes (mycorhizes et racines porteuses de mycorhizes) a permis de relier I’anatomie et le

comportement de ces organes avec leur fonction.
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CONCLUSION :

Les résultats présentés ont permis de caractériser a plusieurs niveaux les deux modeles

mycorhiziens étudiés ainsi que leurs racines porteuses :

- Au niveau morphologique : en été, dans la rendzine brunifiée, Cenococcum geophilum
et Lactarius subdulcis établissent une symbiose ectomycorhizienne avec Fagus sylvatica. Les
mycorhizes de Cenococcum geophilum représentent le type mycorhizien dominant parmi les
associations mycorhiziennes observées sur le systeme racinaire du Hétre. De plus, les deux
mycorhizes se différencient par la présence ou I’absence de mycélium extramatriciel. Par ses
capacités d’exploration du substrat plus importante, Cenococcum geophilum serait plus
efficace dans la nutrition de la plante que le lactaire. La plus grande efficacité¢ des mycorhizes
a mycélium frangeant par rapport aux mycorhizes lisses a déja été évoquée par divers auteurs
(Voiry, 1981 ; Lei, 1988 ; Prévost, 1992). Les racines porteuses, bien que présentant des

hyphes & leur surface, ne présentent pas la structure des ectomycorhizes.

- Au niveau ultrastructural : les deux mycorhizes présentent une ultrastructure générale
similaire. Le manteau fongique enrobe la racine courte et un réseau de Hartig est
progressivement mis en place entre les cellules corticales sur une épaisseur d’une a deux
assises cellulaires. Toutefois, le manteau des ectomycorhizes de Cenococcum geophilum est
moins €pais que celul des ectomycorhizes de Lactarius subdulcis et ne se stratifie pas en un
manteau externe et en un manteau interne comme celui formé par Lactarius subdulcis. De
plus, chez les ectomycorhizes de Lactarius subdulcis, des laticiféres ont été observés dans le
manteau, de méme qu’un Ascomycete qui est également présent dans le cortex profond des
mycorhizes. Si du mycélium est présent a la surface des racines porteuses de mycorhizes, il
n’y a cependant pas formation d’un manteau fongique. D’autre part, le cortex racinaire,

dégénérescent, est envahi d’hyphes.

- Au niveau cytochimique : les structures pariétales fongiques et racinaires des deux
mycorhizes sont de nature glycoprotéique. Cependant, les proportions polysaccharidique et
protéique varient en fonction du partenaire fongique de la symbiose dans les différentes
structures. Dans les racines porteuses, les parois des cellules du cortex sont davantage
polysaccharidiques que protéiques. En revanche, la paroi épaissie des vaisseaux du xyléme est
tres protéique. Le liseré pariétal qui borde leur cavité renferme une grande proportion de

polysaccharides et de protéines.
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- Au niveau analytique : globalement les tissus des mycorhizes de Cernococcum
geophilum apparaissent plus riches en calcium et en azote que ceux des mycorhizes de
Lactarius subdulcis. La situation inverse a ¢été observée pour le silicium. Certaines structures
(composés polyphénoliques, ciments, granules de polyphosphates et globules azotés
fongiques) constituent des sites privilégiés de I’accumulation des éléments. De plus, les
mycorhizes de Cenococcum geophilum, par la présence d’un mucilage & la surface de
I’organe, sont plus aptes a fixer les éléments proches de la surface et ainsi a réguler leur
transport vers I’intérieur de la racine. Les tissus des racines porteuses de mycorhizes sont trés
pauvres en éléments et la paroi interne des cellules de ’endoderme et du suber est soulignée

par une couche de silice.
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PLANCHE I

ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement  : été 1996.

Coloration par le bleu de toluidine

Figure 1 : Vue externe d’une mycorhize (my) monopodiale de Cenococcum geophilum de couleur noir charbon,

présentant des hyphes extramatricielles (he) bien développées. x 60

Figure 2 : Coupe longitudinale axiale d’une mycorhize de Cenococcum geophilum observée en microscopie
photonique. Le manteau fongique (M) enrobe la totalité de la racine courte. Le champignon s’insére ensuite
entre les cellules rhizodermiques, formant ainsi un réseau de Hartig (RH) continu et unisérié. Le cortex
profond (c) est dépourvu de mycélium et est limité intérieurement par I’endoderme. Le cylindre central (Cc)

ne comprend que des structures primaires. mé : méristeme. x 340

Figure 3 : Coupe transversale d’une mycorhize de Cenococcum geophilum observée en microscopie photonique. La
surface du manteau fongique (M) est recouverte d’un matériel sombre. RH : réseau de Hartig ; c : cortex ;

Cc : cylindre central. x 318

Figure 4 : Détail du cylindre central, en coupe transversale, d’une mycorhize de Cenococcum geophilum observée
en microscopie photonique. L’endoderme (e) est reconnaissable aux composés polyphénoliques qu’il
renferme. Il constitue la limite inférieure du cortex. Le cylindre central comprend quatre pdles ligneux (x).

x 350
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PLANCHE Il

ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélevement  : été 1996.

Coloration par le bleu de toluidine

Figure 1 : Vue externe des mycorhizes (my) de Lactarius subduicis. Ces mycorhizes sont de couleur jaune orangé et

sont tres ramifides. Le manteau fongique est généralement lisse. x 20

Figure 2 : Coupe transversale d’une mycorhize de Lactarius subdulcis observée en microscopie photonique. Un
manteau fongique (M) épais s’organise autour de la racine courte. Les hyphes pénétrent ensuite dans la racine
pour former un réseau de Hartig (RH) continu et unisérié. Le cortex (c) peut renfermer des hyphes (fleche).
En revanche, le cylindre central (Cc) en est dépourvu. Il ne comprend que des structures primaires. T :

composés polyphénoliques. x 357

Figure 3 : Détail du manteau fongique d’une mycorhize de Lactarius subdulcis, en coupe longitudinale, observée en
microscopie photonique. Le manteau fongique se subdivise en un manteau externe (Me) et en un manteau
interne (Mi). Ce dernier renferme des cellules volumineuses remplies d’un matériel sombre, les laticiferes

(L). RH : réseau de Hartig ; cc : cellule corticale ; T : polyphénols. x 900

Figure 4 : Détail du manteau fongique d’une mycorhize de Lactarius subdulcis, en coupe longitudinale, observée en
microscopie photonique. Les mycorhizes de Lactarius subdulcis sont associées a un Ascomycete (A) que
I’on peut observer dans le manteau fongique. Il est reconnaissable aux corps de Woronin (w) qui bordent les
septums des articles mycéliens ainsi que par sa taille plus importante. Me : manteau externe ; Mi : manteau

interne ; T : composés polyphénoliques ; RH : réseau de Hartig ; C : cellule corticale. x 800

Figure 5 : Détail du cylindre central (Cc), en coupe transversale, d’une mycorhize de Lactarius subdulcis observée

en microscopie photonique. La stéle comporte quatre pdles ligneux (*). ¢ : cortex ; e : endoderme. x 384
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PLANCHE 1l

ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement  : été 1996.

Coloration par le bleu de toluidine

Figure 1 : Visualisation des différents prélévements réalisés. Les mycorhizes (my), ici de Lactarius subdulcis, sont
prélevées, de méme que des portions de racines porteuses de mycorhizes (rpm). Ces racines sont elles-mémes

portées par des racines porteuses de ramifications (rpr). Ces derniéres n’ont pas été étudiées. x 7

Figure 2 : Coupe transversale d’une racine porteuse de mycorhizes observée en microscopie photonique. Le cortex
(c) montre des manifestations de dégénérescence et est recouvert par endroit par des hyphes (h). De plus, les
cellules corticales sont envahies d’hyphes (hi). L’endoderme (e) est reconnaissable aux composés
polyphénoliques qu’il renferme et délimite intérieurement le cortex. Le cylindre central (Cc) comporte des

structures secondaires. ph : phellogéne ; S : suber ; * : cambium. x 276
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PLANCHE IV

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélevement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement  : été 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Figure 1: Les hyphes (h) du manteau fongique, observées en microscopie électronique & transmission, sont
vacuolisées (v) et possédent un cytoplasme relativement abondant. Les hyphes les- plus externes sont

recouvertes d’un matériel mucilagineux (mu). ¢ : ciment ; T : composés polyphénoliques. x 7000

Figure 2 : Des granules denses (fléche) sont visibles dans les vacuoles (v) des hyphes du manteau. Cy : cytoplasme.

x 50000

Figure 3 : Les corps de Woronin (w) présents au niveau des septums des hyphes (h) confirment I’appartenance du

champignon a la classe des Ascomycétes. x 20000

Figure 4 : Les hyphes du réseau de Hartig (RH) sont en position intercellulaire et sont de petite section. Leur
vacuole renferme des globules peu denses (téte de fléche). Les cellules corticales voisines (cc) sont

caractérisées par une vacuole volumineuse (v) et un cytoplasme réduit périphérique (fléche). x 12000

Figure 5 : Le cortex profond des mycorhizes de Cenococcum geophilum est constitué de cellules (cc) de grande

taille, dont les vacuoles renferment des composés polyphénoliques (T). x 12000

Figure 6 : Détail du cylindre central d’une mycorhize de Cenococcum geophilum observée en microscopie
électronique a transmission. Certains vaisseaux montrent des restes de cytoplasme indiquant ainsi que leur
maturation n’est pas compléte. p : parenchyme médullaire ; px : paroi xylémienne ; j: jonction cellulaire ;

mi : mitochondrie. x 12000
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PLANCHE V

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement  : été€ 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Figure 1 : Le manteau des mycorhizes de Lactarius subdulcis se subdivise en deux zones : un manteau externe (Me)
formé d’hyphes mortes et un manteau interne (Mi) constitué d’hyphes vivantes. Le réseau de Hartig (RH) est

continu et s’insére entre les cellules corticales (cc). ¢ : ciment. x 3000

Figure 2 : Les vacuoles (v) des hyphes du manteau interne renferment soit des granules denses (fléche), soit des

globules peu denses (téte de fleche). x 7000

Figure 3 : Détail d’une hyphe (h) du manteau interne formé par Lactarius subdulcis. La présence de dolipore (dp)
au niveau des septums des articles mycéliens, confirme ’appartenance de ce champignon & la classe des

Basidiomycétes. T : composés polyphénoliques. x 12000
Figure 4 : Le manteau interne (Mi) renferme des laticiferes (L) caractéristiques des lactaires. ¢ : ciment. x 7600

Figure 5 : Une hyphe de I’Ascomycéte (A) associé aux hyphes (h) de Lactarius subdulcis est visible par sa taille
plus importante. De plus, la couche externe de la paroi des hyphes de I’Ascomycéte est dense (fléche), alors
que celle des parois des hyphes de Lactarius subduicis est claire. Cet Ascomycéte peut renfermer des

globules de grande taille (téte de fleche). T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment interhyphal. x 4700

Figure 6 : Le réseau de Hartig (RH) est constitué d’hyphes de petite section. Des granules (fleches) sont visibles
dans les vacuoles des hyphes. Les cellules corticales voisines (cc) présentent une vacuole volumineuse (v)

qui renferme des composés polyphénoliques (T). x 7600

Figure 7: Observation du cortex profond des mycorhizes de Lactarius subdulcis observées en microscopie

électronique a transmission. cc : cellule corticale. x 4400

Figure 8 : Détail du cylindre central mycorhizien en coupe longitudinale. px : paroi xylémienne ; p : parenchyme

médullaire. x 4800
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PLANCHE VI

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica 1..

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélevement  : €té 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Figure 1 : Les cellules du cortex (cc) des racines porteuses de mycorhizes sont envahies par des hyphes (hi) isolées
ou reliées entre elles par un ciment (c). Les parois des cellules corticales présentent un épaississement

important (ep). Fléche : globule azoté. x 3400

Figure 2 : La face interne de la paroi des cellules de P’endoderme (e) et du suber (S) sous-jacent est bordée par une
couche de matériel dense (fleche). En revanche, cette couche n’est pas observée au niveau de la paroi des

cellules du phellogéne (ph). x 4000

Figure 3 : Détail d’une cellule du phellogéne (ph) en cours de différenciation. T : composés polyphénoliques. x
7000

Figure 4 : Détail du cylindre central des racines porteuses de mycorhizes observées en microscopie électronique a
transmission. Des structures secondaires sont visibles, notamment du cambium (Ca) qui produit du xyléme

(x) vers Iintérieur de I’organe. x 3500.

Figure 5 : Détail des vaisseaux du xyléme (x) du cylindre central, en coupe transversale, observés en microscopie

électronique a transmission. x 3800
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PLANCHE VIl

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement  : été 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Figure 1 : Les hyphes extramatricielles (he) poss¢dent une paroi (pf) épaisse et trés réactive au test PATAg et un
cytoplasme renfermant des organites (mitochondries, réticulum endoplasmique) et du glycogéne (téte de

fleche) également trés réactif. x 12000

Figure 2 : Le mucilage (mu) de surface réagit fortement & ce test. En revanche, les parois (pf) des hyphes présentent

un marquage plus faible. Le glycogéne est fortement marqué (téte de fléche). x 20000

Figure 3 : Dans la zone interne du manteau, la paroi (pf) des hyphes (h) est peu réactive. En revanche, le ciment (c)

réagit fortement, de méme que le glycogeéne intracytoplasmique (téte de fléche). x 20000

Figure 4 : Dans le réseau de Hartig (RH), les parois hyphales (pf) sont trés peu marquées par le test PATAg. Les
parois (pv) des cellules corticales voisines (cc) réagissent fortement. Il en est de méme pour le ciment (c)

reliant les deux partenaires. Le glycogéne (téte de fléche) est bien visible. x 20000

Figure 5 : Les parois des cellules du cortex (cc) et les jonctions cellulaires (j) présentent une intense réaction au test

PATAg. T : composés polyphénoliques. x 20000
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PLANCHE VIll

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélevement : site de Ia Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement : été 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift

Figure 1 : Le mucilage (mu) recouvrant la surface des mycorhizes est fortement marqué par le réactif de Gomori-

Swift. h : hyphe. x 33200

Figure 2 : Les parois (pf) des hyphes (h) du manteau fongique superficiel ne sont pas marquées par ce réactif. En

revanche, le mucilage (mu) et le ciment interhyphal (c) présentent un marquage intense. x 5900

Figure 3 : Les parois (pf) des hyphes du réseau de Hartig (RH), celles (pv) des cellules corticales voisines (cc) ainsi
que le ciment (c) ne sont pas ou peu marqués par le réactif de Gomori-Swift. Le cytoplasme (fleche) des

hyphes est fortement réactif. x 5000

Figure 4 : Les structures (parois cellulaires et jonctions cellulaires) du cortex ne réagissent pas au réactif de
Gomori-Swift. En revanche, le cytoplasme (Cy) des cellules présente un marquage trés intense. La lamelle

moyenne est également marquée (fléche). cc : cellule corticale ; j : jonction cellulaire. x 10400
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PLANCHE IX

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de lIa Crédence, rendzine brunifiée foresticre.

Période de prélevement  : été 1996.

Figure 1 : Test PATAg de mise en évidence des polysaccharides. Dans le manteau externe, la paroi (pf) des hyphes

(h) réagit au test PATAg. Le ciment (c) est trés fortement marqué. x 20000

Figure 2 : Dans le manteau interne, la couche externe de la paroi (pf) des hyphes (h) réagit faiblement au test
PATAg alors que la couche interne ainsi que le ciment (c) qui les lie réagissent plus fortement. Le glycogeéne

montre également une forte réaction. x 30000

Figure 3 : Les parois des laticiferes (L) ne sont pas marquées par le test PATAg. En revanche, un Iéger marquage

souligne le latex. h : hyphe. x 12000

Figure 4 : Dans le réseau de Hartig (RH), la paroi des hyphes (pf) et des cellules corticales voisines (pv) réagissent

positivement au test PATAg. Le ciment (c) est trés marqué, de méme que le glycogéne (fleche). x 20000

Figure 5: Les parois des cellules corticales (cc) et les jonctions cellulaires (j) ne sont pas marquées par le test

PATAg. Les vacuoles des cellules peuvent renfermer des polyphénols (fléche). x 4400

Figure 6 : Les structures du cylindre central des mycorhizes de Lactarius subdulcis sont faiblement réactives au test

PATAg. p : parenchyme ; px : paroi xylémienne ; j : jonction cellulaire. x 12000

Figure 7 : Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift. Dans le manteau externe
(Me), le marquage est trés discret. Les parois des hyphes du manteau interne (Mi) réagissent & ce réactif. Le

marquage est toutefois plus intense a proximité des cellules corticales. T : composés polyphénoliques. x 4400

Figure 8 : Les parois des hyphes du réseau de Hartig (RH) et des cellules corticales (cc) ainsi que le ciment (c)

réagissent fortement au réactif de Gomori-Swift. x 12000

Figure 9 : Les parois des cellules (cc) du cortex profond ne sont pas marquées. En revanche, la lamelle moyenne
présente un intense marquage (fléche). Les jonctions cellulaires (j) ne réagissent pas au test de mise en

évidence des protéines riches en cystine. x 7000
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PLANCHE X

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée forestiére.

Période de prélévement  : été 1996.

Figure 1 : Test PATAg de mise en évidence des polysaccharides. Les parois (pv) des cellules végétales (cc) et celles

(pf) des hyphes intracellulaires (h) réagissent a ce test. x 4800

Figure 2 : Les parois (pv) des cellules de I’endoderme (e) et du suber (S) ne sont pas marquées par le test PATAg. Il
est difficile de conclure sur la réactivité des composés polyphénoliques contenus dans ces cellules méme si

une différence de densité est observée. x 3300

Figure 3 : Le liseré pariétal (fleche) bordant la cavité des vaisseaux du xyléme ainsi que la couche pariétale
persistant entre ces vaisseaux sont réactifs au test PATAg. En revanche, les parois épaissies des vaisseaux
(px), les parois des cellules du parenchyme (pv) ne montrent aucun marquage. Les jonctions cellulaires (j)

réagissent peu. x 4700

Figure 4 : Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift. Les parois (pv) des

cellules de I’endoderme (e) ne réagissent pas a ce réactif. s : surface. x 4400

Figure 5 : Les parois épaisses des vaisseaux du xyléme (px) et le liseré pariétal qui borde leur cavité (fleche) sont
fortement marqués par le réactif de Gomori-Swift. Les parois des cellules du parenchyme (pv) et les

jonctions cellulaires (j) ne sont pas réactives. T : composés polyphénoliques. x 4400
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PLANCHE X1

ETUDE MICROANALYTIQUE :
SPECTRES REPRESENTATIFS DE
QUELQUES STRUCTURES ANALYSEES

Techniques d’analyses utilisées : EELS, Electron Energy Loss Spectroscopy
EDXS, Energy Dispersive X-ray Spectroscopy

Figure 1 : Formations denses présentes en surface des mycorhizes de Cenococcum geophilum récoltées dans la
rendzine brunifiée. Ces formations correspondent soit & du quartz (silicium cristallisé) soit a de la silice

(silicium sous forme amorphe). mu : mucilage ; h : hyphe. x 9500
Spectre 1a : Spectre EDX effectué sur des cristaux de quartz ou sur de la silice.

Figure 2 : Hyphes (h) du manteau interne d’une mycorhize de Lactarius subdulcis récoltée dans la rendzine
brunifiée. Certaines hyphes sont localisées dans les plages de composés polyphénoliques (T). Des granules

denses, 4 contours réguliers sont visibles dans la vacuole d’une hyphe (fléche). x 2400

Spectre 2a : Spectre EEL effectué sur une plage de composés polyphénoliques.

Spectre 2b : Spectre EEL réalisé sur un granule dense.

Figure 3 : Certaines hyphes (h) de la zone interne du manteau des mycorhizes de Cenococcum geophilum prélevées

dans le sol podzolique, en été, renferment des globules vacuolaires & contours flous (téte de fleche). x 2400
Spectre 3a : Spectre EEL réalisé sur un globule.

Figure 4 : Cellules de I’endoderme (e) et du suber (S) d’une racine porteuse de mycorhizes récoltée dans la rendzine

brunifiée, en été. Leur paroi est soulignée intérieurement par une couche de matériel dense (fleche). x 3000
Spectre 4a : Spectre EEL effectus sur la couche de matériel dense.

Figure 5 : Cartographie X de I’élément silicium réalisée au niveau de I’endoderme (e) et du suber (S) d’une racine
porteuse de mycorhizes mettant en évidence une couche continue de silice correspondant a la couche sombre

observée dans la figure 4. x 3000
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Chapitre 11, introduction

INTRODUCTION :

La premiére partie de ce travail a permis de définir deux modeles mycorhiziens ainsi que
leur racines porteuses, pendant la période estivale et dans un type de sol particulier.

Les mycorhizes formées 1'une par un Ascomycéte et l’autre par un Basidiomycete
présentent, dans Ie sol calcaire, une organisation similaire & celle des ectomycorhizes.

De nombreuses études (Kottke et Oberwinkler, 1986 ; Lei, 1988 ; Boutekrabt er al., 1990 ;
Pargney et Leduc, 1990 ; Boutekrabt et Pargney, 1991) ont révélé la bipartition du manteau
fongique en une zone externe morte et une zone interne vivante. Le manteau des mycorhizes a
Lactarius subdulcis est conforme a cette organisation. Dans le cas des mycorhizes a Cenococcum
geophilum, 1’absence d’une zone externe dans le manteau est une conséquence de I’existence
d’un mucilage protecteur épais en surface.

Dans la plupart des ectomycorhizes, le réseau de Hartig intercellulaire est continu et
unisérié (Kottke et Oberwinkler, 1986 ; Prévost et Pargney, 1995) et ne s’étend généralement pas
au-dela de la deuxiéme assise de cellules corticales. Cependant, il peut étre plurisérié comme
dans I’ectomycorhize formée chez le Pin par la souche mutante surproductrice d’auxine

d’Hebeloma cylindrosporum (Gea, 1995).

L’étude de I’organisation et du fonctionnement de mycorhizes naturelles nécessite de
prendre en compte les conditions (température, précipitations) du milieu dans lequel les organes
ont été récoltés. Les mycorhizes sont préférentiellement présentes dans les sols pauvres en
éléments nutritifs ou elles jouent alors un grand réle dans I’amélioration de la nutrition minérale
de leur hote (Gay et Garrec, 1980; Smith et Read, 1997). Toutefois, les associations
mycorhiziennes peuvent se développer dans des sols relativement riches en nutriments (Le
Tacon, 1976 ; Clément et al., 1977) ou elles participent méme au recyclage des éléments
minéraux a partir de la matiére organique d’origine végétale (Dighton, 1991 ; Finlay et al., 1992)
et donc a I’évolution du sol. Si les mycorhizes influent sur leur milieu, les caractéristiques
(températures, humidité, pH, réserve minérale) de leur habitat peuvent induire des modifications
de ces organes symbiotiques. En effet, les études de Metzler et Oberwinkler (1987) et de
Meideros et al. (1994) ont montré que selon le pH du sol, une diminution ou une augmentation
du taux de mycorhization du systéme racinaire des plantes peut étre observée. De méme, une
humidité du sol trop importante (Theodorou, 1978 ; Bougher et Malajczuk, 1990) ou trop faible
(Harvey et al., 1978 ; Bougher et Malajczuk, 1990) ne permet pas une bonne mycorhization des
plantes. Toutefois, seules les études de Metzler et Oberwinkler (1987) et de Kieliszewska ef al.
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Chapitre 11, introduction

(1998) se sont attachées a étudier les modifications plus fines des organes symbiotiques en

fonction de différents parameétres.

Il nous a donc semblé intéressant d’étudier ces aspects de la relation symbiotique. Pour
cela, les modéles mycorhiziens caractérisés dans la rendzine, ont été recherchés dans un
deuxiéme sol, acide et pauvre en nutriments correspondant & un sol podzolique. Leur étude au
niveau cytologique, ultrastructural, cytochimique et la détermination des sites d’accumulation de
certains €éléments du sol devraient permettre d’observer I’effet du sol sur les mycorhizes

étudiées.
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Chapitre 11, résultats

RESULTATS :

Les mycorhizes a Cenococcum geophilum et a Lactarius subdulcis ainsi que des racines
porteuses ont été prélevées dans un sol acide podzolique pauvre en éléments minéraux (se
référer aux tableaux 3 et 4 présentés dans les résultats du chapitre I), pendant la période

estivale de végétation.

I. ETUDE MORPHOLOGIQUE

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Alors que dans la rendzine elles dominaient sur le systéme racinaire du Hétre par leur
abondance, dans ce sol acide leur nombre est réduit et elles se présentent sous la forme de
petits amas localisés. Des formes de résistance ou sclérotes (Planche XII, Fig. 1), sont
également associées aux mycorhizes observées. 11 s’agit de sphéres noires formées d’un amas
d’hyphes compactes, (Planche XII, Fig. 2), desquelles émerge un mycélium extramatriciel
bien développé (Planche XII, Fig. 1).

Les critéres morphologiques des mycorhizes restent globalement inchangés par rapport
a ceux des mycorhizes prélevées dans la rendzine, (Planche XII, Fig. 3), c’est-a-dire que les
mycorhizes sont de couleur noir charbon et peu ramifiées. Leur taille est toutefois supérieure
car elle atteint 2 mm en moyenne et le mycélium extramatriciel qu’elles développent est plus

abondant qu’au niveau des échantillons provenant de la rendzine.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

La proportion de ces mycorhizes est également inversée puisqu’elles représentent
maintenant Ie type mycorhizien dominant par rapport a I’ensemble des mycorhizes observées
sur le systéme racinaire du Hétre, dans le sol podzolique.

L’aspect externe de ces mycorhizes ne varie pas dans le sol acide. Ce sont des
mycorhizes de couleur jaune orangé, trés ramifiées et dépourvues de mycélium extramatriciel.

Les différences se situent au niveau de leur taille car elles peuvent atteindre 1 cm.
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C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Ces racines porteuses présentent un aspect morphologique identique & celui décrit pour

les racines prélevées dans la rendzine.

II. ETUDE HISTOLOGIQUE

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Des coupes transversales observées en microscopie photonique (Planche XII, Fig. 4),
montrent un manteau plus ou moins lache, composé de cinq a six couches d’hyphes, et
recouvert d’un mucilage épais et sombre. Des composés polyphénoliques séparent le manteau

du cortex.

Le cortex ne montre pas de réseau de Hartig (Planche XII, Fig. 4). Les cellules
corticales externes sont plus ou moins aplaties et de forme irréguliere et elles renferment des

hyphes intracellulaires.

Le reste du cortex est constitué de cellules en général volumineuses plus ou moins

aplaties (Planche XII, Fig. 4).
Le cylindre central présente les mémes caractéristiques que celui des racines primaires
c’est-a-dire qu’il est réduit et ne présente pas de tissus secondaires.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Les mycorhizes a Lactarius subdulcis provenant du sol acide ne présentent pas de
modifications particulieres de leur organisation histologique comparée aux mycorhizes

récoltées dans le sol calcaire a cette époque de 1’année.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Dans le sol podzolique, les racines porteuses de mycorhizes montrent un aspect

similaire a celui des racines porteuses récoltées dans la rendzine.
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III. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Les mycorhizes a Cenococcum geophilum, (Planche XIII, Fig. 1), possédent un manteau
fongique relativement épais principalement constitué d’hyphes vivantes, excepté celles de la
couche superficielle qui sont enrobées dans un mucilage dense et abondant. Le ciment
interhyphal est épais. Des plages polyphénoliques sont visibles dans la partie la plus interne
du manteau au contact des cellules racinaires (Planche XIII, Fig. 1, 2 et 3). Ces polyphénols
apparaissent striés ou non et contiennent parfois des hyphes. Les hyphes du manteau
renferment des globules vacuolaires volumineux a contours plus ou moins flous ainsi que des
petites vésicules cytoplasmiques claires (Planche XIII, Fig. 2).

Les hyphes présentes dans le cortex sont exclusivement intracellulaires (Planche XIII,
Fig. 3). Il n’y a donc pas formation d’un réseau de Hartig. En pénétrant dans les cellules
corticales, les hyphes lysent la paroi cellulaire végétale et repoussent le plasmalemme et le
cytoplasme au fur et 2 mesure de leur progression. Le contour des hyphes, (Planche XIII, Fig.
4), est souligné par une couche de matériel dense correspondant au plasmalemme, au
cytoplasme et au tonoplaste de la cellule végétale. Les vacuoles de ces hyphes, (Planche XIII,
Fig. 4), contiennent soit des globules identiques a ceux observés dans le manteau soit des
granules (Planche XIII, Fig. 3). Les cellules corticales sont vacuolisées et montrent un
cytoplasme périphérique qui renferme des organites notamment des mitochondries.

La derniére couche de cellules corticales est dépourvue de champignon (Planche XIII,
Fig. 5). Les cellules endodermiques sont reconnaissables & leurs composés polyphénoliques
denses accumulés dans leur vacuole. Le cylindre central, (Planche XIII, Fig. 6), ne présente
pas de formations secondaires et est exempt de champignon. Certaines cellules du
parenchyme renferment de gros globules denses correspondant a des composés

polyphénoliques.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

L’ultrastructure des mycorhizes a Lactarius subdulcis ne semble pas présenter de
modifications par rapport a celle observée chez les mycorhizes récoltées dans le sol calcaire.

Le manteau trés épais est organisé en un manteau externe formé d’hyphes mortes et en
un manteau interne constitué d’hyphes vivantes (Planche XIV, Fig. 1). La présence d’un

manteau intermédiaire est également observée chez les jeunes mycorhizes (donnée non
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NATURE CHIMIQUE
CONSTITUANTS SOL PODZOLIQUE
Polysaccharides Protéines
Surface de la mycorhize  |Mucilage +++ ++
Manteau externe Parois fongiques ++4+ ++
Ciment - -
Manteau interne Parois fongiques +++ ++
Ciment - ++
Glycogéne ‘ +++ -
Hyphes intracellulaires Parois fongiques ++ +
Parois des cellules corticales voisines ++ +
Ciment / /
Glycogene +++ -
Cortex Parois des cellules corticales +(+) +
Jonctions cellulaires +(+) +
Parois des cellules endodermiques - -
Cylindre central Parois des cellules du péricycle - -
Parois des cellules du parenchyme ++ +
Jonctions cellulaires + -
Parois lignifiées des vaisseaux - -
Liser¢ interne des parois du xyléme ++ ++

— = s .

Tableau 11 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures
présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica /| Cenococcum geophilum prélevées en
été, dans le sol podzolique.




Chapitre 11, résultats

montrée). La présence de laticiféres ainsi que celle du champignon ascomycete (Planche XIV,
Fig. 2), a été remarquée dans le manteau interne. Les globules volumineux, (Planche XIV,
Fig. 3), ainsi que les granules sombres plus petits et a contours réguliers, (Planche XIV, Fig. 2
et 4), sont présents dans les vacuoles fongiques du manteau interne.

Le réseau de Hartig, continu et unisérié (Planche XIV, Fig. 5), se compose d’hyphes
généralement de petite taille et dont les vacuoles renferment des globules (Planche XIV, Fig.
S) et des granules denses (Planche XIV, Fig. 6).

Dans le cortex profond dépourvu de réseau de Hartig, (Planche XIV, Fig. 7), des hyphes
intracellulaires peuvent &tre observées. Les cellules de I’endoderme renferment des
polyphénols vacuolaires. Le cylindre central, (Planche XIV, Fig. 8), ne présente pas de

formations secondaires. Il ne contient également aucune hyphe.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

L’ultrastructure de ces racines porteuses de mycorhizes est la méme que celle observée
chez les racines porteuses prélevées dans la rendzine, en €té. Le cortex est dégénérescent et
les cellules contiennent des hyphes (Planche XV, Fig. 1). Les parois internes des cellules
végétales sont caractérisées par un épaississement pariétal treés important (Planche XV, Fig.
1). D’autre part, la couche pariétale interne des cellules endodermiques et subéreuses sous-
jacentes, présente un liseré sombre comparable a celui signalé précédemment (Planche XV,
Fig. 2).

Le cylindre central, (Planche XV, Fig. 3 et 4), montre des formations secondaires

(phellogéne, suber, cambium, phloéme et xyleme secondaires).

IV. ETUDE CYTOCHIMIQUE

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Les résultats sont rassemblés dans le tableau 11 et sont illustrés dans les planches XVI

et XVII.
1. Le test PATAg

Le mucilage présent en surface réagit fortement au test PATAg (Planche X VI, Fig. 1).
Les parois des hyphes de la zone externe du manteau sont trés réactives (Planche X VI, Fig.

1). En revanche, le ciment interhyphal n’est pas réactif.
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Dans la partie interne du manteau fongique, (Planche X VI, Fig. 2), la paroi des hyphes
réagit fortement alors que le ciment montre une réponse négative. Le glycogéne
cytoplasmique est trés réactif et présente un aspect similaire a celui des vésicules claires
observées lors de I’étude ultrastructurale.

Dans la zone d’échange entre les deux partenaires, (Planche X VI, Fig. 3), les parois des
hyphes intracellulaires ainsi que celles des cellules racinaires, (Planche XVI, Fig. 3),
réagissent également trés fortement au test PATAg. Le glycogéne présent dans le cytoplasme
des hyphes est fortement marqué. Il semble localisé dans des zones plus claires. Un témoin du
test PATAg, (Planche XVI, Fig. 4), confirme la nature polysaccharidique des parois
cellulaires et du glycogene puisque aucun marquage n’est observé.

Dans le cortex, (Planche XVI, Fig. 5), les jonctions cellulaires et les parois des cellules
corticales montrent une réponse relativement forte. Le témoin du test PATAg, dans cette
zone, (Planche XVI, Fig. 6), ne montre aucun marquage au niveau des parois des cellules
corticales. Les parois des cellules endodermiques, (Planche XVI, Fig. 7), ne sont pas
marquees.

Dans le cylindre central, les parois des cellules du péricycle et celles des vaisseaux
(Planche XVI, Fig. 8), réagissent négativement au test PATAg. En revanche, les parois des
cellules du parenchyme et les jonctions cellulaires sont plus réactives. Le liseré pariétal qui

borde la cavité des vaisseaux apparait dense.
2. Le marquage de Gomori-Swift

Le mucilage de surface, (Planche XVII, Fig. 1), réagit par endroit trés fortement au
réactif de Swift. Les parois des hyphes constituant la partie externe du manteau fongique sont
marquées alors que le ciment interhyphal réagit négativement (Planche XVII, Fig. 2).

Les parois des hyphes formant le manteau plus interne ainsi que le ciment interhyphal
sont également bien marqués (Planche XVII, Fig. 2).

Au niveau de la zone d’échange entre les cellules corticales et les hyphes
intracellulaires, (Planche XVII, Fig. 3), les hyphes ont une paroi peu marquée alors que leur
cytoplasme est trés réactif. Le marquage au niveau des parois végétales est similaire a celui
observé au niveau des parois des hyphes (Planche XVII, Fig. 3).

Les parois des cellules endodermiques ne réagissent pas au réactif de Swift, celles des
cellules corticales ainsi que les jonctions cellulaires réagissent faiblement alors que leur
cytoplasme montre un marquage intense (Planche XVII, Fig. 4).

Dans le cylindre central, les parois des cellules du péricycle, des vaisseaux xylémiens

ainsi que les jonctions cellulaires répondent négativement au réactif de Swift. En revanche,
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NATURE CHIMIQUE
CONSTITUANTS SOL PODZOLIQUE
Polysaccharides Protéines
Manteau externe Parois fongiques +4++ +++
Ciment +++ -
Manteau interne Parois fongiques ++ -
Ciment + -
Glycogéne 4+ -
Réseau de Hartig  |Parois fongiques ++ -
Parois des cellules corticales voisines ++ ++)
Ciment ++ +++
Glycogéne +++ -
Cortex Parois des cellules corticales ++ +
Jonctions cellulaires ++ ++
Parois des cellules endodermiques - ++
Cylindre central Parois des cellules du péricycle + ++
Parois des cellules du parenchyme ++ ++
Jonctions cellulaires ++ ++
Parois lignifiées des vaisseaux - ++
Liseré interne des parois du xyléme ++ ++

Tableau 12 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les
structures présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica / Lactarius subdulcis
prélevées en été, dans le sol podzolique.
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les parois des cellules du parenchyme réagissent faiblement. Le liseré pariétal dense bordant

la cavité des vaisseaux apparait plus dense.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Les résultats sont indiqués dans le tableau 12 et dans les planches X VIII et XIX.
1. Le test PATAg

Les parois des hyphes de ’ensemble du manteau fongique (Planche XVIIL, Fig. 1 et 2)
sont trés réactives au test PATAg. Alors que le ciment interhyphal du manteau externe
(Planche XVIII, Fig. 1) est marqué, celui du manteau interne (Planche XVIII, Fig. 2) ne I’est
que trés légérement. Dans le manteau interne, les réserves de glycogene cytoplasmique
montrent une forte réaction positive.

Au niveau du réseau de Hartig, (Planche XVIII, Fig. 3), les structures extracellulaires
(parois des hyphes et des cellules corticales voisines, ciment interfacial) et intracellulaire
(glycogene fongique) réagissent fortement au test PATAg.

Dans le cortex (Planche XVIII, Fig. 4), les parois cellulaires et les jonctions cellulaires
sont bien marquées. En revanche, les parois des cellules endodermiques ne sont pas réactives.

Dans le cylindre central (Planche XVIII, Fig. 5), les parois des cellules du péricycle
réagissent faiblement. En revanche, une réaction positive plus intense a été observée au
niveau des parois cellulaires du parenchyme et des jonctions cellulaires. Le liseré pariétal
dense qui borde la cavité des vaisseaux xylémiens est fortement marqué alors que la paroi

épaissie des vaisseaux montre une réponse négative au test PATAg.
2. Le marquage de Gomori-Swift

Les parois des hyphes constituant le manteau externe (Planche XIX, Fig. 1) présentent
une réaction tres forte au réactif de Swift, alors que le ciment réagit peu ou pas.

Les parois des hyphes du manteau interne ainsi que le ciment ne réagissent pas (Planche
XIX, Fig. 2). En revanche, leur cytoplasme est marqué de méme que des globules vacuolaires
de grande taille. L’ Ascomycete associé & la mycorhizes & Lactarius subdulcis a été observé
(Planche XIX, Fig. 3). Sa paroi se subdivise en une couche interne non réactive et en une
couche externe, plus fine et fortement marquée. De méme, les corps de Woronin présentent

un certain marquage.
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CONSTITUANTS SOL PODZOLIQUE
Polysaccharides Protéines
Cortex Parois des cellules corticales - +
Parois des hyphes intracellulaires +/++ +
Jonctions cellulaires + +

Parois des cellules endodermiques - -

Cylindre central  |Parois des cellules du suber - -

Parois des cellules du phellogéne - -

Parois des cellules du parenchyme + +
Jonctions cellulaires ++ -
Parois lignifiées des vaisseaux - +
Liseré dense interne des vaisseaux 4+ +++

Tableau 13 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les
structures présentes dans les racines porteuses de mycorhizes de Fagus sylvatica
prélevées en €té, dans le sol podzolique.
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Dans le réseau de Hartig (Planche XIX, Fig. 4), les parois fongiques ne sont pas
marquées alors que celles des cellules corticales sont réactives. Le ciment présente un
marquage trés intense.

Dans le cortex (Planche XIX, Fig. 5), les parois cellulaires sont trés faiblement
marquées. En revanche, les jonctions cellulaires sont trés réactives. La lamelle moyenne
présente également un marquage intense. Le cytoplasme des cellules est trés réactif.
L’ Ascomycete présent dans le cortex, (Planche XIX, Fig. 6), ne montre aucun marquage de
la couche interne de sa paroi. La limite de la couche pariétale externe qui est tres réactive, ne
se distingue pas du cytoplasme des cellules corticales.

Au niveau des parois cellulaires de I’endoderme et de ’ensemble du cylindre central
(parois cellulaires du péricycle, du parenchyme, des vaisseaux xylémiens et jonctions

cellulaires) une réaction trés intense a été observée (Planche XIX, Fig. 7).

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Le tableau 13 et la planche XX rassemblent les résultats obtenus.

1. Le test PATAg

Les parois des cellules corticales ne sont pas marquées par le test PATAg (Planche XX,
Fig. 1). En revanche, les jonctions cellulaires le sont faiblement. Les parois des hyphes
intracellulaires, (Planche XX, Fig. 1), peuvent étre trés réactives. Certaines le sont moins.

Les parois des cellules de !’endoderme, du suber et du phellogéne répondent
négativement (Planche XX, Fig. 2).

Dans le cylindre central, les parois des cellules du parenchyme sont faiblement
marquées. En revanche, les jonctions cellulaires ainsi que le liseré pariétal bordant la cavité
des vaisseaux xylémiens sont tres réactifs alors que la paroi épaissie des vaisseaux montre une

réaction négative (Planche XX, Fig. 3).
2. Le marquage de Gomori-Swift

Les parois des cellules du cortex, des hyphes intracellulaires et les jonctions cellulaires
réagissent faiblement au réactif de Swift.

Les parois des cellules de I’endoderme, du suber et du phellogéne ne sont pas marquées
par ce réactif (Planche XX, Fig. 4). En revanche, la lamelle moyenne est soulignée par un

discret marquage.
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CONSTITUANTS SOL PODZOLIQUE
Calcium Azote Silicium
Surface de 1a mycorhize |Mucilage + + traces
Manteau externe Parois fongiques traces traces traces
Ciment traces - traces
Manteau interne Parois fongiques ) 6] traces
Ciment ) ) traces
Plages de polyphénols striées + + traces
Plages de polyphénols non striées + + traces
Globules vacuolaires + ++ traces™
Granules de polyphosphates no no no
Hyphes intracellulaires Parois fongiques traces traces -
Parois des cellules corticales traces traces traces
Ciment / / /
Polyphénols vacuolaires ) &) traces
Globules vacuolaires + ++ traces™
Granules de polyphosphates L - -
Cortex Parois des cellules corticales - traces -
Jonctions cellulaires &) ) -
Parois des cellules endodermiques ) G2 -
Polyphénols de I'endoderme + ++ traces
Cylindre central Parois des cellules du péricycle traces traces -
Parois des cellules du parenchyme traces . traces traces
Polyphénols du parenchyme - ++ traces
Jonctions cellulaires + + traces
Parois lignifiées des vaisseaux - - traces
Liseré interne des parois du xyléme + +(+) traces

Tableau 14 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures des mycorhizes de
Fagus sylvatica | Cenococcum geophilum prélevées en été, dans le sol podzolique. * : associé a des traces
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Dans le cylindre central (Planche XX, Fig. 5), les parois des cellules du parenchyme et
des vaisseaux sont peu réactives. Le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux réagit treés

fortement et aucun marquage n’est observé au niveau des jonctions cellulaires.

V.ETUDE MICROANALYTIQUE

A. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

Les résultats sont présentés dans le tableau 14.
1. La surface des mycorhizes

Le mucilage, de nature polysaccharidique, qui recouvre toute la surface de la mycorhize
est épais et accumule du calcium et de 1’azote. Des traces de silicium ont été détectées a ce

niveau.
2. Le manteau

Les hyphes du manteau superficiel présentent des traces de calcium, d’azote et de
silicium dans leur paroi. Le ciment peut renfermer des traces de calcium et de silicium mais
pas d’azote.

Dans la partie interne du manteau, le calcium et I’azote sont principalement détectés
dans les plages de composés polyphénoliques striées ou non. Les vacuoles des hyphes
renferment de volumineux globules & contours flous qui sont riches en azote et contiennent du
calcium et des traces de silicium et d’aluminium. Le ciment interhyphal ainsi que les parois
fongiques accumulent peu le calcium et 1’azote. Le silicium est présent a 1’état de traces au
niveau des parois fongiques, du ciment, des plages polyphénoliques (striées ou non) et des

globules vacuolaires riches en azote.
3. Les hyphes intracellulaires

Les parois des hyphes intracellulaires ainsi que les parois des cellules corticales qui les
contiennent, n’accumulent que des traces de calcium et d’azote. Les parois des cellules
corticales contiennent également des traces de silicium. Les globules volumineux observés
dans la vacuole de certaines de ces hyphes renferment de 1’azote associé a un peu de calcium,
de silicium et d’aluminium. Des granules de polyphosphates riches en calcium peuvent &tre

présents.
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CONSTITUANTS SOL PODZOLIQUE
Calcium Azote Silicium
Surface de la mycorhize - - -
Manteau externe Parois fongiques traces ++ traces
Ciment - +(+) traces
Manteau interne Parois fongiques . traces ++ traces
Ciment traces ++ traces *
Plages de polyphénols striées ++ ++ -
Plages de polyphénols non striées ++++ +++ traces
Globules vacuolaires + +++ traces *
Granules de polyphosphates R - -
Réseau de Hartig Parois fongiques ++ ++ traces
Parois des cellules corticales +++ ++++ -
Ciment +++ +4++ traces
Polyphénols vacuolaires ++ ++ traces
Granules de polyphosphates no no no
Globules vacuolaires traces ++ traces *
Cortex Parois des cellules corticales - +(4) traces *
Jonctions cellulaires - (+) traces *
Parois des cellules endodermiques - - traces
Polyphénols de I'endoderme + + traces
Cylindre central Parois des cellules du péricycle traces () traces
Parois des cellules du parenchyme - +(+) fraces
Polyphénols du parenchyme - ) -
Jonctions cellulaires - +(+) traces
Parois lignifiées des vaisseaux - &) traces
Liseré dense interne des vaisseaux - +) -

Tableau 15 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures des mycorhizes de Fagus
sylvatica | Lactarius subdulcis prélevées en été, dans le sol podzolique. * : associé a des traces d'aluminium ; ** :
associé au phosphore.
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Les composés polyphénoliques présents dans les vacuoles des cellules corticales

renferment des traces de silicium ainsi que de faibles proportions de calcium et d’azote.
4. Le cortex profond

En juillet, dans les mycorhizes prélevées dans le sol podzolique, le calcium et I’azote
sont détectés dans les jonctions cellulaires du cortex et dans I’endoderme (parois épaissies et
composés polyphénoliques vacuolaires ou ils sont majoritairement présents). Ces deux
¢léments ne semblent pas étre accumulés dans les autres structures du cortex, car seules des
traces d’azote ont ét¢ détectées dans les parois des cellules corticales. Le silicium est

uniquement présent dans les composés polyphénoliques vacuolaires de 1’endoderme.
5. Le cylindre central

Dans le cylindre central, le calcium et ’azote sont détectés a 1’état de traces dans les
parois des cellules du péricycle et du parenchyme. Ils sont également présents dans les
jonctions cellulaires. De I’azote est plus abondamment détecté dans les polyphénols contenus
dans les cellules du parenchyme. Alors que la paroi secondaire des vaisseaux xylémiens ne
contient pas de calcium et d’azote, ces deux €éléments ont été détectés dans le liseré pariétal
interne bordant la cavité des vaisseaux. La présence de silicium a été observée a [’état de
traces dans les jonctions, dans les parois des cellules parenchymateuses et dans les
polyphénols qu’elles contiennent ainsi que dans la paroi secondaire des vaisseaux xylémiens

et le liseré pariétal dense bordant leur cavité.

B. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

Le tableau 15 indique les résultats des différentes analyses réalisées.
1. La surface des mycorhizes

La surface des mycorhizes ne semble pas avoir la capacité de fixer les éléments

recherchés.
2. Le manteau

Le calcium n’est détecté qu’a 1’état de traces dans les parois fongiques de I’ensemble du
manteau et dans le ciment du manteau interne. Par contre, il est trés abondant dans les plages

de composés polyphénoliques incorporées au manteau, qu’elles soient striées ou non. Le
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calcium peut étre présent en faible proportion dans les globules vacuolaires fongiques en
association avec 1’azote. Les granules de polyphosphates de calcium sont observés dans les
vacuoles des hyphes du manteau interne. Ils sont, toutefois, moins nombreux que les globules
précédents. Le silicium a été¢ détecté a 1’état de traces dans les parois et les ciments des
manteaux externe et interne, dans les plages polyphénoliques non striées et parfois dans les
globules vacuolaires fongiques riches en azote. Des traces d’aluminium ont été détectées dans
le ciment du manteau interne et dans les globules azotés. L’azote est trés abondant dans toutes

les structures du manteau (parois fongiques, ciments, polyphénols et globules vacuolaires).
3. Le réseau de Hartig

Dans le réseau de Hartig bien développé, le calcium et 1’azote sont trés abondamment
détectés dans les parois fongiques et végétales, dans le ciment et dans les polyphénols striés
contenus dans les vacuoles des cellules corticales voisines du réseau de Hartig (les
polyphénols non striés n’ont pas été observes).

Des traces de silicium ont été détectées dans les parois fongiques, le ciment et les
globules vacuolaires fongiques riches en azote ainsi que dans les polyphénols contenus dans
les vacuoles des cellules corticales. La présence d’aluminium a également été révélée dans les

parois des cellules végétales et dans les globules fongiques vacuolaires.
4. Le cortex profond

Dans les ectomycorhizes a lactaire, seul I’azote est détecté dans les jonctions cellulaires
ainsi que dans les parois des éellules du cortex. Le calcium ne s’y accumule pas. Les parois
des cellules endodermiques ne renferment ni calcium, ni azote. En revanche, les composés
polyphénoliques contenus dans ces cellules les accumulent plus faiblement.

Le silicium est présent au niveau des parois corticales et endodermiques, dans les
jonctions cellulaires et les polyphénols accumulés dans les cellules de I’endoderme. De

I’aluminium est localisé dans les parois végétales et les jonctions cellulaires.
5. Le cylindre central

Le calcium n’est pas détecté dans les parois des cellules du parenchyme et des
vaisseaux du cylindre central ni dans les jonctions intercellulaires. Il est présent a 1’état de
traces uniquement dans la paroi des cellules du péricycle. En revanche, ’azote est localisé en
faible proportion dans la paroi des ceilules du péricycle, dans celle des cellules

parenchymateuses, dans les jonctions ainsi que dans les polyphénols contenus dans les
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CONSTITUANTS SOL PODZOLIQUE
Calcium Azote Silicium
Cortex Parois des cellules corticales - traces -
Parois des hyphes intracellulaires - traces -
Jonctions cellulaires (+) ) -
Parois des cellules endodermiques - (+) traces
Liseré interne pariétal / endoderme - - silice
Polyphénols de I'endoderme traces + traces
Cylindre central Parois des cellules du suber - - -
Liser¢ interne pariétal / suber - - silice
Parois des cellules du phellogéne traces traces traces
Parois des cellules du parenchyme - traces -
Polyphénols du parenchyme +(+) +(+) -
Jonctions cellulaires + 6] -
Parois lignifiées des vaisseaux - - -
Liseré dense interne des vaisseaux - traces -

Tableau 16 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures des racines porteuses de
mycorhizes de Fagus sylvatica prélevées en été, dans le sol podzolique.



Chapitre Il, résultats

cellules parenchymateuses. Il a été détecté dans les parois lignifiées des vaisseaux et au
niveau du liseré dense bordant leur cavité.

Le silicium n’est détecté qu’a I’état de traces dans les parois des cellules du péricycle,
des cellules parenchymateuses et des vaisseaux ainsi que dans les jonctions cellulaires. Par
contre, il est absent du liseré dense bordant la cavité des vaisseaux et des polyphénols
vacuolaires présents dans les cellules parenchymateuses. L’aluminium ne s’accumule pas

dans le cylindre central.

C. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

Les résultats des différentes analyses sont rassemblés dans le tableau 16.

1. Le cortex

Dans le cortex, le calcium est faiblement détecté dans les jonctions cellulaires. Il semble
étre absent des parois des cellules corticales et endodermiques ainsi que dans les parois des
hyphes intracellulaires. L’azote est présent dans les parois des cellules corticales et
endodermiques, dans les parois des hyphes intracellulaires ainsi que dans les jonctions
cellulaires. Cependant, les polyphénols vacuolaires contenus dans les cellules endodermiques
renferment du calcium et de ’azote en trés faible proportion.

Le silicium semble absent du cortex exception faite de la paroi €paissie des cellules
endodermiques et des polyphénols qu’elles contiennent. En revanche, les analyses EELS
montrent qu’il est présent dans I’endoderme sous la forme d’une bande fine de silice localisée

contre la paroi interne de ses cellules.
2. Le cylindre central

Les parois des cellules du suber n’accumulent pas les éléments recherchés. Cependant,
le silicium est présent sous la forme d’une bande de silice située contre la paroi interne des
cellules subéreuses produites par le phellogeéne.

Au niveau du cylindre central, le calcium et I’azote sont principalement présents dans
les polyphénols des cellules du parenchyme et dans les jonctions cellulaires. Des traces
d’azote ont été détectées dans les parois des cellules du parenchyme ainsi que dans le liseré
dense bordant la cavité des vaisseaux. Les parois des cellules du péricycle ou du phellogéne

contiennent des traces de calcium, d’azote et de silicium.
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DISCUSSION :

Cette seconde partie de notre travail a consisté a étudier, sur un second sol, les deux
mycorhizes caractérisées dans le chapitre 1. La comparaison entre les résultats obtenus sur les
deux sites doit permette de mettre en évidence un effet du sol sur les partenaires de la symbiose
mycorhizienne et d’analyser 1’impact de I’acidité (pH de I'ordre de 4) et de la pauvreté en
¢léments minéraux (sol podzolique) sur la mycorhization et le comportement des systémes

racinaires.

I. EFFET DU SOL SUR LA COLONISATION PAR LES CHAMPIGNONS
MYCORHIZIENS DU SYSTEME RACINAIRE DU HETRE

Il a été défini précédemment que les conditions pédologiques des deux stations sont trés
différentes, particuliérement en ce qui concerne la teneur en ions calcium disponibles dans le sol
et le pH acide ou basique qui en découle. Ces deux facteurs peuvent induire des modifications du
cortége mycorhizien associé a 1’arbre (Robson et Abbott, 1989) mais également des variations
morphologiques d’un méme type mycorhizien.

Les résultats présentés indiquent que le type de sol ne semble pas avoir une influence
majeure sur le taux de mycorhization du Hétre puisqu’il présente une proportion de mycorhizes
tres élevée (proche de 100%) (Sougney-Rémy et al., 1993). Les mycorhizes de Cenococcum
geophilum et de Lactarius subdulcis ont été observées dans les deux sols concernés et sont
principalement localisées dans la litiere et dans ’horizon organo-minéral A1, ou se concentrent
généralement les racines courtes (Mikola, 1973 ; Vogt et al., 1980 ; Rose et Paranka, 1987) et les
mycorhizes (Moyersoen et al., 1998).

Il semble donc que ces deux champignons soient capables de se développer dans des sols
trés différents. Toutefois, une différence majeure a ét€ notée concernant I’abondance des deux
mycorhizes. En effet, les mycorhizes noires de Cenococcum geophilum sont de petite taille et
abondantes dans le sol calcaire mais de taille plus importante et rares dans le sol acide. A
Pinverse, les mycorhizes jaune orangé de Lactarius subdulcis sont plus abondantes dans ce
dernier sol et conservent une taille relativement importante dans les deux sites. La faible
colonisation des racines courtes du Hétre par Cenococcum geophilum sur sol acide, se rapproche
des observations de Metzler et Oberwinkler (1987) sur le systéme racinaire de Pins a des pH
allant de 3 a 6. Bakker (1998) a également observé a la suite d’un amendement calcaire, une
stimulation du développement des mycorhizes présentant un mycélium extramatriciel abondant

et une répression de la formation des mycorhizes lisses. Dans notre cas, deux explications
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peuvent étre avancées : il peut s’agir de I’effet d’une différence de compétitivité entre les divers
organismes du sol (comme cela a été évoqué dans la discussion du chapitre I) et/ou d’un effet du
pH du sol. Il est maintenant connu que le pH optimum de croissance de la plupart des
champignons se situe vers 5,5 c’est-a-dire un pH légérement acide (Slankis, 1974 ; Hung et
Trappe, 1983). Ainsi, les conditions de pH du sol calcaire (pH de I’ordre de 7,5 & 8) sont peu
favorables pour le développement d’un grand nombre de champignons dont Lactarius subdulcis.
En revanche, Cenococcum geophilum est un champignon ubiquiste, peu compétitif, susceptible
de se développer dans des substrats présentant des conditions, notamment de pH, trés éloignées
(Trappe, 1962 ; El Fares, 1974). Ainsi, la compétition interspécifique étant réduite dans le sol
calcaire, Cenococcum geophilum peut croitre de maniére prépondérante. A I’inverse, dans le sol
acide, bien que le pH du sol soit trés bas, la croissance de la majorité des organismes fongiques
du sol n’est plus autant limitée. Dans ce cas, la compétition, pour ’espace comme pour les
nutriments, entre les différentes especes se fait au détriment de Cenococcum. L’exclusion de ce
champignon du systéme racinaire du Hétre ne serait alors pas inconcevable. Cependant, outre
une gamme trés large de pH et de températures permettant son développement, Cernococcum
geophilum produit un abondant mycélium extramatriciel qui lui permet de puiser des nutriments
dans un volume plus important de sol. Nos observations ont par ailleurs montré que ce mycélium
extramatriciel est plus abondant dans le sol acide que dans le sol calcaire. I1 compense donc
partiellement la faible compétitivité de Cenococcum geophilum, dont la croissance est alors
restreinte mais pas totalement inhibée.

Le faible développement de Cenococcum geophilum dans ce sol acide profite aux autres
associations mycorhiziennes notamment a Lactarius subdulcis dont les mycorhizes constituent le
type mycorhizien dominant. L’importance du développement de Lactarius subdulcis dans le sol
podzolique, outre des conditions environnementales plus favorables, pourrait s’expliquer par une
plus grande compétitivité vis-a-vis des autres organismes notamment par le biais de substances
fongistatiques (Boullard, 1990). Les espéces de lactaires sont notamment connues pour produire
de maniere plus ou moins importante des composés toxiques dont la plupart appartiennent aux
terpénoides et qui ont pour fonction de protéger le lactaire des parasites ou des infections
(Sterner et al., 1985). Les lactaires ne sont pas les seuls & mettre en place ce type de systeéme de
défense. D’autres champignons ectomycorhiziens sont en effet capables de produire des
composés antibiotiques, protégeant ainsi la racine de I’attaque de pathogenes. C’est ainsi que
Duchesne ef al. (1987 ; 1988a et b) ont observé que 1’inoculation de plantules de Pinus resinosa
avec le champignon Paxillus involutus réduit significativement la sporulation du champignon

pathogeéne Fusarium oxysporum.
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La présence de sclérotes produits par Cenococcum geophilum dans le sol podzolique,
confirme les difficultés de développement de ce champignon et/ou sa faible compétitivité. En
effet, les sclérotes sont des formes de résistance fongiques formées par certains champignons en
réponse a des conditions difficiles. Ils sont compacts et durs du fait de la pression de la masse de
cellules les unes sur les autres (Trappe, 1962). Cette dureté est sans doute due également a la
présence de mélanines en surface (Metzler et Oberwinkler, 1987). Les mélanines des parois
hyphales sont connues pour isoler les cellules fongiques du milieu externe et pour leur conférer
une résistance aux chitinases, aux B-glucanases, aux UV, et aux rayons X (Paris ef al., 1993).
Cette gaine qui enrobe les couches les plus superficielles d’hyphes pourrait s’apparenter au
mucilage présent en surface des mycorhizes de Cenococcum geophilum qui assurerait ainsi une

protection particulierement efficace.

Ainsi, Cenococcum geophilum se comporte de fagon tres différente a la Crédence (sol
calcaire et basique) ou il ne forme pas de sclérotes mais établit un grand nombre de mycorhizes
et & Bezange (sol acide pauvre en éléments minéraux) ou il produit des sclérotes et peu de
mycorhizes. Lactarius subdulcis présente un comportement inverse a celui de Cenococcum
geophilum en fonction du type de sol puisqu’il domine dans le sol acide. En revanche, il ne

produit pas de formes de résistance.

Il semble donc que les conditions du sol soient déterminantes dans le développement
mycorhizien puisque la présence de calcaire a notamment ét¢ mise en cause dans le cas de
Cenococcum geophilum (El Fares, 1974). Néanmoins, d’autres facteurs édaphiques peuvent
intervenir sur la colonisation des systémes racinaires par les champignons (Moyersoen et al.,
1998). C’est le cas de la température (Parke ef al., 1983 ; Samson et Fortin, 1986 ; Udaiyan et
al., 1996 ; Sayed et al., 1997) et du pH du sol (Shafer et al., 1985 ; Stroo et al., 1988 ; Medeiros
et al., 1994 ; Lehto, 1994 ; Rudawska et al., 1996 ; Kieliszewska-Rokicka et al., 1998), de
Phumidité dans le sol (Bougher et Malajczuk, 1990; Udaiyan er al., 1996; Weyman-
Kaczmarkowa et Pedziwilk, 1997 ; Sayed et al., 1997) et de son aération (Callot et Jaillard,
1996 ; Weyman-Kaczmarkowa et Pedziwilk, 1997).

II. EFFET DU SOL SUR L’ORGANISATION MYCORHIZIENNE
Si les effets de différents facteurs du sol sur le développement mycorhizien ont été

largement étudiés, particuliérement chez les champignons endomycorhiziens et dans une

moindre mesure chez les champignons ectomycorhiziens, trés peu de travaux, & notre
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connaissance, ont été réalisés sur les modifications ultrastructurales des mycorhizes en
conditions naturelles.

Les mycorhizes de Lactarius subdulcis présentent, dans le sol acide, une ultrastructure
similaire a celle observée chez les mycorhizes récoltées dans le sol calcaire. Il s’agit d’une
organisation ectomycorhizienne (figure 24) avec un manteau épais et un réseau de Hartig continu
et unisérié. Prévost et Pargney (1995) ont également décrit cette structure pour les mycorhizes
formées par ce champignon dans un sol brun acide dont le pH est voisin de 5. Il semble donc que
Lactarius subdulcis soit capable de supporter des conditions variées de pH. Toutefois, les pH
acides lui conviennent mieux, ce qui est confirmé dans notre cas puisque ces mycorhizes sont
rares dans le sol basique. Le type de sol ne semble donc pas avoir une influence majeure sur la
structure des ectomycorhizes formées par Lactarius subdulcis.

En revanche, les mycorhizes de Cenococcum geophilum (figure 24) montrent une
différence ultrastructurale considérable puisque le réseau de Hartig observé chez les mycorhizes
sur sol calcaire, est absent dans celles du sol podzolique. Dans ce dernier cas, sous le manteau
fongique, les cellules corticales superficielles renferment des hyphes. Les coupes fines réalisées
ne passant pas par les interruptions septales des articles mycéliens, il est alors trés difficile
d’identifier le champignon intracellulaire. Toutefois, quelques arguments sont en faveur d’un
Ascomycete. En effet, lorsque plusieurs hyphes sont contenues dans la méme cellule corticale,
elles sont liées par un ciment interhyphal relativement sombre et non clair comme ce serait le cas
avec un Basidiomycéte. De plus, un comportement saprophyte de Cenococcum geophilum a déja
¢té décrit par Paris et al. (1993). 1l est donc fort probable que les champignons formant le
manteau et les hyphes intracellulaires correspondent & un seul partenaire fongique. Une étude
ancienne (Mikola, 1948) a interprété certaines formes intracellulaires de Cenococcum geophilum
comme du parasitisme. Cependant, dans notre cas, les hyphes observées sont localisées dans les
cellules corticales vivantes renfermant notamment des mitochondries qui témoignent du
fonctionnement physiologique des cellules. Il n’est donc pas ici question de parasitisme. Ce
changement de comportement d’un méme champignon a été observé chez un autre champignon,
Armillariella mellea, qui se comporte comme un pathogéne sur les coniféres mais établit une
association symbiotique avec 1’orchidée Gastrodia (Kusano, 1911). De méme, une méme espéce
fongique peut former des mycorhizes monotropoides avec Monotropa et des ectomycorhizes
typiques avec des arbres tels que Picea ou Fagus (Smith et Read, 1997). Cependant, dans ces
exemples, 1’associé végétal est différent, ce qui semble indiquer une influence importante de la
plante hote. Parmi les études concernant un méme couple champignon-plante héte, Fortas et
Chevalier (1988) accordent une grande importance a la nature du substrat sur le déterminisme de

la morphologie et la structure des mycorhizes. Ces auteurs ont ainsi montré que trois especes de
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Terfez (Terfezia arenaria, T. claveryi et Tirmania pinoyi) établissent des mycorhizes différentes
avec leur hote naturel le plus commun, Helianthemum guttatum, en fonction du type de substrat.
IIs ont relié plus particuliérement ces observations a la richesse des milieux de culture en
phosphore. En effet, ces trois Terfez forment des ectomycorhizes dans le substrat riche en
phosphore et des endomycorhizes dans le substrat carencé en phosphore. Les analyses des
phosphates que nous avons effectuées dans les deux sols ont révélé que le phosphore total est
plus abondant dans la rendzine brunifiée que dans le sol podzolique, ce qui irait dans Ie sens de
ces observations. Cependant, les phosphates soluble et échangeable sont en plus forte proportion
dans le sol acide. Dans le sol calcaire, le phosphate est donc sous une forme complexée peu
soluble. Cet élément pourrait donc ne pas étre le facteur induisant les modifications
ultrastructurales observées chez les mycorhizes de Cenococcum geophilum. Toutefois, il ne faut
pas oublier que, contrairement a celle du sol acide, la microflore du sol calcaire est tres
abondante et qu’elle comprend notamment de nombreux champignons de pourriture blanche,
lesquels possédent une capacité de décomposition élevée des molécules organiques complexes.
Ces organismes peuvent donc solubiliser le phosphate et le rendre accessible. L’hypothése émise
ne peut donc pas étre totalement exclue.

Kieliszewska-Rokicka ez al. (1998) ont également observé des modifications structurales
(absence de réseau de Hartig) des mycorhizes de plants de Pinus inoculés par Suillus en fonction
du substrat. Dans cette étude, I’élément impliqué est ’aluminium qui est apporté avec une
solution d’arrosage de Al,(SO4); pour une concentration en ions aluminium de 4 mM.

Dans notre cas, il nous est également difficile d’impliquer uniquement 1’aluminium ou le
phosphore dans la variation structurale observée puisque nous n’avons pas travaillé en conditions

contrdlées et que par conséquent un grand nombre de facteurs peuvent intervenir conjointement.

Ainsi, nos travaux semblent indiquer que le type de sol peut perturber 1’organisation
structurale des mycorhizes de Cenococcum geophilum : les organes symbiotiques différenciés
sur le sol calcaire sont de type ectomycorhize, alors que sur le sol acide, ils s’apparentent a des
pseudomycorhizes ou a des ectendomycorhizes. La présence d’un véritable manteau fongique,

non élaboré chez les pseudomycorhizes, suggére plutdt une structure ectendomycorhizienne.

Les conditions édaphiques, en favorisant ou en limitant le développement des différents
organismes du sol, induisent une compétition interspécifique plus ou moins forte qui pourrait
également expliquer en partie l'origine de cette variation structurale observée chez les
mycorhizes de Cenococcum geophilum.

Dans les deux sites d’étude, pendant 1’été 1996, les conditions climatiques (température,

humidité du sol ; se référer & la figure 11 du Matériels et Méthodes) pouvaient étre considérées
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comme non limitantes, a la fois pour le développement de la plante et pour celui de ses associés
fongiques. En effet, le jour de la récolte, les températures maximales étaient voisines de 20 °C et
ne descendaient pas en dessous de 10 °C en moyenne et les prélévements ont été réalisés a la
suite d’une période pluvieuse. Ces conditions étaient donc relativement favorables & une bonne
activité des organismes du sol. En effet, les températures trop basses ou trop élevées limitent la
croissance de nombreux champignons, probablement du fait d’un changement de la composition
et/ou de la quantité des exsudats racinaires par rapport & la température & laquelle pousse la
plante (Theodorou et Bowen, 1971). De méme une humidité insuffisante ou trop importante
porte préjudice au développement fongique (Theodorou, 1978 ; Bougher et Malajczuk, 1990).
Dans le sol podzolique, les conditions de pH sont moins limitantes pour le développement
fongique que dans le sol basique et la compétition trophique et spatiale entre les organismes du
sol est donc trés importante. Cenococcum geophilum mettrait alors a profit sa capacité de
saprophyte qui lui permet d’avoir acces & des composés carbonés directement a partir du milieu
intracellulaire des cellules végétales. Cela pallierait en partie sa faible compétitivité, lui
permettant de croitre et de puiser dans le sol, par le mycélium extramatriciel qu’il développe, les
éléments minéraux dont il a besoin. En revanche, dans le sol calcaire, comme cela a été dit
précédemment, le pH élevé (pH de 7,5) est peu favorable & la croissance de nombreux
champignons. La pression de sélection s’en trouve considérablement réduite et le stock de
substances carbonées et azotées mis a la disposition de Cenococcum geophilum augmente.

Ce champignon peut alors établir des ectomycorhizes en grand nombre. La taille réduite
des mycorhizes de Cenococcum geophilum dans ce sol pourrait s’expliquer soit par un
développement limité des racines courtes du Hétre du fait des conditions du sol (pH, ...),
conduisant a 1’élaboration de petites mycorhizes, soit par le fait que le champignon utilise
préférentiellement les squelettes carbonés pour la formation de nouveaux organes privilégiant

ainsi le nombre par rapport a la taille.
III. ABSORPTION ET STOCKAGE DES CATIONS

A. DANS LES MYCORHIZES

Les mycorhizes formées par Cenococcum geophilum et par Lactarius subdulcis présentent
donc une structure différente en fonction du sol dans lequel elles se développent. Il est alors

possible d’envisager également une variation dans leur comportement vis-a-vis des éléments

minéraux du sol.
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Figure 25 : Sites d’accumulation des éléments minéraux dans les différentes
structures des mycorhizes de Cenococcum geophilum sur sol calcaire et
sur sol acide. Mu : mucilage ; M : manteau fongique ; ¢ : ciment ; RH :
réseau de Hartig ; hi : hyphe intracellulaire ; cc : cellule corticale ; Al :
aluminium ; FZA]: composés polyphénoliques ; &g : globule azoté

contenant de 1’aluminium ; & : globule azoté ; . : granule de
polyphosphates.



Chapitre 11, discussion

Un comportement opposé des champignons a été remarqué selon que les mycorhizes sont
issues du sol acide ou du sol calcaire.

C’est ainsi que les mycorhizes de Cenococcum geophilum (figure 25) accumulent moins le
calcium dans le sol acide par rapport au sol basique du fait de la plus faible quantité d’ions
calcium présents dans le sol. L’azote et le phosphore sont en revanche absorbés par ce
champignon dans des proportions relativement similaires entre les deux sols. Dans le sol pauvre
en éléments minéraux, I’ensemble des structures fongiques participe a ’accumulation des ions
mais en faible proportion. A I’inverse, dans les échantillons provenant de la rendzine, certaines
structures sont particuli¢rement aptes a stocker les ions (mucilage, composés polyphénoliques,
granules de polyphosphates et globules azotés), alors que d’autres ne les fixent pas. Les
différentes structures, en immobilisant les éléments, régulent ainsi leur transport vers la racine.

Dans le cas des mycorhizes de Lactarius subdulcis (figure 26), un comportement tout a fait
différent est observé. En effet, d’une part, dans les deux sols, I’ensemble des structures
mycorhiziennes stockent les éléments et d’autre part, ce champignon accumule plus les cations
dans le sol acide que dans le sol calcaire. Ces résultats sont assez surprenants si 1’on considére
que la disponibilité des éléments est faible lorsque le pH est trés acide. Plusieurs hypothéses
peuvent étre émises pour expliquer ce fait: i) 1’dge des mycorhizes et ii) une absorption
différente des cations selon leur disponibilité dans le sol.

Concernant 1’4ge des mycorhizes analysées, diverses études ont montré que les tissus
d’organes 4gés renferment plus de calcium que les tissus plus jeunes des mémes organes
(Pargney et Kottke, 1994 ; Genet, 1994 ; Le Disquet, 1997). Un indice du vieillissement des
organes est la nature polysaccharidique des structures et la faible proportion de protéines
(Lapeyrie, comm. pers.). Nos résultats cytochimiques indiquent effectivement une forte
proportion de polysaccharides et une faible teneur en protéines dans les structures des
mycorhizes provenant du sol acide, alors que dans le sol calcaire elles sont trés glycoprotéiques.
En revanche, cette hypothése est incompatible avec les fortes accumulations d’azote détectées.
Toutefois, le sol podzolique est caractérisé par une litiere de feuilles épaisse, ce qui laisse
présager d’une forte quantité de substances azotées dans le sol et donc d’une plus grande
proportion d’azote susceptible d’étre absorbé par les organismes du sol. En été, dans le sol acide,
la minéralisation de la mati¢re organique est relativement efficace et libére de 1’azote minéral.
Par contre, le fonctionnement de la rendzine ne permet pas une accumulation de litiére sur le sol
et suppose donc une moins grande quantité d’azote disponible.

L’accumulation plus importante des ions en sol acide pourrait avoir également une origine
plus physiologique. Ainsi, lorsque le sol est riche en éléments minéraux, le lactaire pourrait

limiter fortement 1’absorption des ions auxquels il peut étre sensible, alors que dans des sols
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Figure 26 : Sites d’accumulation des éléments minéraux dans les différentes
structures des mycorhizes de Lactarius subdulcis sur sol calcaire et sur
sol acide. M : manteau fongique ; c : ciment ; RH : réseau de Hartig ;
cc : cellule corticale ; A : Ascomycéte associé ; : cOmposés
polyphénoliques ; =~ : globule azoté ; « : granule de polyphosphates.



Chapitre 11, discussion

pauvres, il faciliterait leur absorption de maniére a assurer ses besoins en nutriments tout en
régulant leur transport vers la racine. C’est ainsi qu’un certain effet filtre exercé par Lactarius
subdulcis a été observé, en été, dans le sol acide. En effet, les fortes proportions de calcium
détectées dans le champignon ne sont pas retrouvées dans la racine. Ce role de filtre est
notamment assuré par I’élaboration de granules aptes a bloquer les ions calcium et & les

transférer progressivement a la racine.

Parmi les stratégies de stockage des ¢léments minéraux, des structures fongiques
particuli€res sont €élaborées : les granules de polyphosphates et les globules azotés.

Dans les mycorhizes de Cenococcum geophilum, sur la rendzine, les granules de
polyphosphates ont été observés dans les vacuoles des hyphes du manteau alors que les globules
azotés semblent cantonnés aux vacuoles des hyphes formant le réseau de Hartig. Cela semble
incompatible avec I’hypothese émise dans le chapitre I, selon laquelle la formation de globules
azotés serait corrélée avec la présence d’une dose massive de calcium. Cependant, il est possible
que la quantité d’ions calcium bloquée dans le mucilage, dans les composés polyphénoliques et
dans les granules de polyphosphates, constitue un systéme suffisant pour éviter une surdose de
calcium et la perturbation de [’homéostasie calcique au niveau des hyphes. La formation de
globules azotés ne serait alors pas nécessaire. Cela sous-entend une hiérarchisation dans la
capacité des différentes structures fongiques de la mycorhize a fixer les éléments, ce qui est sans
doute & mettre en relation avec la composition chimique de ces structures et le nombre de
charges négatives susceptibles de fixer les cations qu’elles présentent. D’autre part, la possibilité
que le champignon limite 1’absorption du calcium notamment par I’excrétion dans le milieu
externe d’acides organiques ne peut étre exclue.

Si I’on accepte cette hypothése, la présence de globules azotés dans les vacuoles des
hyphes du réseau de Hartig, est alors inattendue. Cependant, Strullu ef al. (1986) ont indiqué que
I’hydrolyse des granules de polyphosphates devait avoir lieu dans le réseau de Hartig,
accompagnant ainsi le transfert de phosphore & la plante héte. Cette hydrolyse libérerait du
calcium qui pourrait en partie étre transmis a la plante et s’accumulerait notamment dans les
polyphénols vacuolaires des cellules corticales voisines du réseau. Toutefois, une certaine
proportion de calcium doit rester stockée dans les hyphes du réseau de Hartig. Cette teneur
pourrait alors induire un choc osmotique pour les hyphes, déclenchant ainsi la formation des
globules azotés. Chez Lactarius subdulcis, les granules de polyphosphates et les globules azotés
sont également observés. Ils renferment du calcium en assez grande proportion ainsi que des

traces de silicium provenant de ’altération des argiles du sol.
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Chapitre Il, discussion

Dans le sol acide, chez les deux champignons, des globules azotés ont été observés dans
les vacuoles des hyphes du manteau fongique et de la zone d’échange. La formation des globules
azotés serait alors due a un ou plusieurs autres éléments en plus du calcium. En effet, celui-ci,
bien que peu abondant, reste le cation basique majoritaire. Dans un sol acide dont le pH est trés
bas, comme c’est le cas du sol podzolique, le complexe absorbant est principalement occupé par
les protons et par les ions aluminium, ce dernier €tant essentiellement sous une forme dite libre
dans le sol. L’aluminium est alors directement accessible pour I’absorption. La toxicité de
I’aluminium dans les sols acides est un phénoméne bien connu. Cet élément pourrait ainsi
contribuer a la formation des globules azotés. Van Pragg ef al. (1985) ont montré notamment que
Fagus sylvatica est une espéce forestiére sensible a ’aluminium dont un excés provoque une
baisse de la biomasse aérienne. De plus, nos analyses ont révélé que cet élément est par ailleurs
présent dans les globules des hyphes des deux champignons. Cependant, dans le podzol, la
chimie du sol veut que ’aluminium libre soit rapidement complexé par la matiére organique
abondante, évitant ['effet toxique qu’un excés aluminique libre dans le sol provoquerait
(Roullier, comm. pers.). Toutefois, les organismes fongiques du sol possédent les enzymes
nécessaires 4 la dégradation de la matiére organique permettant ainsi la solubilisation des ions
aluminium qui peuvent alors étre absorbés.

Du calcium et du silicium ont également ét¢ détectés dans ces globules azotés fongiques,
sur le sol acide, indiquant qu’ils interviennent avec 1’aluminium dans la formation des globules.

Le calcium, le silicium et P’aluminium pourraient donc étre les principaux facteurs

induisant la formation des globules azotés.
B. COMPARAISON DES MYCORHIZES ET DE LEURS RACINES PORTEUSES

Dans les deux sols étudi€s, les racines porteuses de mycorhizes sont pauvres en éléments
(calcium, azote, silicium) comparées aux mycorhizes, particuliérement dans la rendzine ou le
calcium n’a pas été détecté dans I’ensemble des structures alors que I’azote est accumulé en
faible proportion dans le cortex racinaire. Les analyses indiquent que les éléments recherchés ne
sont pas ou trés peu absorbés et stockés et que la racine porteuse assure essentiellement un réle
de conduction. Entourés d’un cortex dégénérescent et desquamé, I’endoderme puis le suber
constituent alors des barriéres pour I’absorption des ions et le passage d’organismes étrangers.

Un comportement particulier des racines porteuses a été observé dans le cas du silicium.
Cet élément ne présente pas de role physiologique chez les arbres, mais peut cependant étre
absorbé en trés faibles proportions puisque sa présence a été révélée lors des analyses. Dans les

deux sols étudiés, le silicium provient de ’altération des argiles par les pluies. Son absorption est
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Chapitre II, discussion

de type passif grdce au courant d’évapotranspiration et se fait sous la forme d’acide silicique
neutre Si(OH)s (Bartoli, 1981). Il est d’une plus grande importance chez certaines plantes
herbacées comme les carex ou les préles, ou il participe a la rigidification des structures
végétales et plus particulierement des parties aériennes (Marschner, 1986).

Au niveau des feuilles des herbacés (Robert et al., 1973), le silicium se dépose
principalement dans les stomates et dans les cellules épidermiques. Arrivé dans les vacuoles des
cellules de I’épiderme, il s’associerait avec des protéines pour former des précipités fibrillaires ;
de 1a, Ie silicium passerait a nouveau dans le cytoplasme, puis serait stocké dans la paroi sur une
trame polysaccharidique (callose, cellulose) (Robert et al., 1973). La formation de complexes
protéiques avec l'acide silicique pourrait également avoir lieu dans les racines puisqu’un
marquage par le réactif de Gomori-Swift a été observé au niveau des cellules de I’endoderme et
du suber dans les racines porteuses de mycorhizes du sol calcaire comme du sol acide. Le
silicium absorbé pénétrerait dans les cellules par les parois (figure 27). Les cellules étant
remplies de composés polyphénoliques et étant donc mortes, I’acide silicique resterait bloqué
contre la paroi au niveau de laquelle il se fixe sur les charges négatives des acides organiques
pariétaux (notamment des acides uroniques). Une situation similaire pourrait se produire au
niveau du suber excepté lorsque les cellules sont encore vivantes puisque la couche de silice
n’est alors pas observée.

La non détection du silicium dans les autres structures racinaires et notamment dans le
liseré interne de la paroi des vaisseaux du xyléme des racines porteuses indique sans doute qu’il

ne se fixe pas, méme momentanément, a la paroi des vaisseaux et qu’il est transporté en continu.

La formation de la bande de silice serait donc un mécanisme complémentaire de
I’imperméabilisation des parois cellulaires de I’endoderme et du suber pour limiter 1’absorption

des éléments du sol privilégiant ainsi la fonction de conduction.
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Chapitre II, conclusion

CONCLUSION :

Ce deuxieme chapitre avait pour but de mettre en évidence un « effet sol» sur les

mycorhizes et leurs racines porteuses pendant le période estivale.

- Le type de sol agit a différents niveaux sur les deux mycorhizes, d’une fagon plus
importante sur Cenococcum geophilum que sur Lactarius subdulcis.
¢ D’une part, il influe sur I’abondance mycorhizienne (les mycorhizes de
Cenococcum geophilum sont dominantes dans le sol calcaire et rares dans le sol acide ; la
situation inverse est observée pour les mycorhizes de Lactarius subdulcis).
¢ D’autre part, le comportement du champignon peut é&tre différent
(ectomycorhizien, ectendomycorhizien) selon le sol d’origine. Lactarius subdulcis est
exclusivement ectomycorhizien sur les deux sols alors que Cenococcum geophilum est
ectomycorhizien sur le sol calcaire mais peut développer des ectendomycorhizes sur le sol
acide. Trois hypotheses ont été émises pour expliquer ce fait : ’intervention du phosphore,
celle de I’aluminium ou bien encore les phénoménes de compétition interspécifique.
Toutefois, une fonction saprophyte de Cenococcum ayant déja été révélée, on ne peut exclure
que cette modification de ['ultrastructure mycorhizienne soit due & d’autres facteurs

(compétition interspécifique, ...) plutdt qu’a un « effet sol » uniquement.

- De plus, Cenococcum geophilum semble moins sensible aux ions calcium et au pH que
Lactarius subdulcis. Les deux champignons peuvent faire face aux éléments du sol en exceés
de différentes fagons :

¢ Par la présence de structures (composés polyphénoliques, mucilage) propres a
stocker les éléments minéraux, régulant ainsi leur transfert vers le reste de Ia racine.

¢ Par [’élaboration de granules de polyphosphates et/ou de globules azotés,
intervenant de maniére sélective vis-a-vis des éléments minéraux du sol.

¢ Méme si notre étude ne nous a pas permis de mettre clairement en évidence une

limitation de ’absorption des ions par les champignons, ce phénomeéne ne peut étre exclu.

- Lors de I’absorption d’une dose massive d’un élément minéral, il semble que les
structures les mieux adaptées stockent majoritairement I’élément concerné, alors que d’autres
structures n’accumulent pas 1’ion. En revanche, lorsque 1’élément n’est pas présent en dose

toxique, il n’y a pas d’accumulation particuliere mais un transport régulé vers la racine.
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Chapitre II, conclusion

- Les racines porteuses de mycorhizes présentent une trés faible capacité a absorber les
¢léments du sol comparées aux mycorhizes. Pour cela, les cellules de leur endoderme ainsi
que celles du suber sont remplies de composés polyphénoliques qui constituent une protection
physique contre un envahissement par des organismes étrangers et une protection contre
Pabsorption d’¢léments présents en abondance dans le milieu extérieur. Ces barriéres sont
renforcées par la présence d’une couche de silice contre la paroi interne des cellules
endodermiques et du suber. Les racines porteuses de mycorhizes assurent essentiellement une

fonction de conduction.
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PLANCHE XII

ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélevement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Coloration par le bleu de toluidine

Figure 1 : Observation d’un sclérote (Sc) élaboré par Cenococcum geophilum. Cette masse est de la couleur du
mycélium végétatif de Cenococcum, ¢’est-a-dire noir charbon. Du mycélium extramatriciel (he) se dégage du

sclérote. x 40

Figure 2 : Portion d’une coupe transversale d’un sclérote de Cenococcum geophilum observé en microscopie
photonique. Cette forme de résistance du champignon est constituée par un amas d’hyphes jointives (h). Les

couches superficielles d’hyphes sont enrobées dans un matériel noir. x 188

Figure 3 : Vue externe de mycorhizes (my) de Cenococcum geophilum. Des hyphes extramatricielles (he) trés
abondantes se dégagent des mycorhizes. Le mycélium entoure également une portion de racine porteuse de

mycorhizes (rpm). x 24

Figure 4 : Coupe transversale d’une mycorhize de Cenococcum geophilum observée en microscopie photonique. Le
manteau (M) est recouvert par du mucilage (mu). Des plages polyphénoliques (T) sont observées a la limite
inférieure du manteau. Des hyphes intracellulaires (hi) sont visibles dans les deux premiéres assises de
cellules corticales. Le cortex profond (c) est généralement dépourvu de mycélium. Le cylindre central (Cc)

est constitué de structures primaires. x 250
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PLANCHE XIII

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Double coloration par I’acétate d’uranyle — citrate de plomb

Figure 1 : Le manteau est recouvert par du mucilage (mu). Les hyphes (h) sont reliées entre elles par un ciment (c)
abondant. Des plages de composés polyphénoliques (T) sont présentes dans la zone interne du manteau. Des

petites vésicules blanches sont observées dans le cytoplasme des hyphes (fléche). x 5300

Figure 2 : Les hyphes du manteau (h) renferment de gros globules vacuolaires peu denses (fléches). T : composés

polyphénoliques. x 14400

Figure 3 : Sous le manteau, les hyphes deviennent intracellulaires (hi) et aucun réseau de Hartig n’est observé. T :
composés polyphénoliques ; cc: cellule corticale ; fleches : granules de polyphosphates ; tétes de fleches :

globules azotés. x 5000

Figure 4 : Les hyphes intracellulaires (hi) sont entourées par une couche sombre correspondant & I’ensemble
constitué par le plasmalemme, le cytoplasme et le tonoplaste de la cellule végétale. pv : paroi végétale ; cc :

cellule corticale ; téte de fléche : globule azoté. x 13200

Figure 5 : Les cellules corticales (cc) du cortex profond sont volumineuses et leur cytoplasme est trés réduit. j :

jonctions cellulaires. x 5300

Figure 6 : Détail du cylindre central d’une mycorhize de Cenococcum geophilum en coupe longitudinale. x :

xyleme ; p : parenchyme ; e : endoderme ; T : composés polyphénoliques. x 3000
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PLANCHE XIV

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Figure 1: Le manteau est constitué d’un manteau externe (Me) et d’un manteau interne (Mi). Les hyphes sont
reliées entre elles par du ciment (c). Des plages de composés polyphénoliques (T) sont présentes dans la zone

interne du manteau. x 3200

Figure 2 : Dans le manteau, parmi les hyphes de Lactarius subdulcis, reconnaissable au dolipore (dp) bordant les
septums, il est possible d’observé 1’ Ascomycete associé (A) dont la couche pariétale externe est sombre. T :

composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; fléches : granules de polyphosphates. x 7500

Figure 3 : Des globules azotés (tétes de fleche) sont présents dans les vacuoles des hyphes (h) du manteau de

Lactarius subdulcis. ¢ : ciment ; T : composés polyphénoliques. x 6700

Figure 4 : Les vacuoles (v) des hyphes (h) du manteau de Lactarius subdulcis peuvent contenir également des

granules de polyphosphates denses (fléches). x 33000

Figure 5 : Le réseau de Hartig (RH) est continu et unisérié€. Les vacuoles des hyphes renferment des globules azotés

peu denses (téte de fléche). cc : cellule corticale. x 7000

Figure 6 : Certaines hyphes du réseau de Hartig (RH) contiennent des granules vacuolaires denses (fléches). cc :

cellule corticale ; v : vacuole. x 21500

Figure 7 : Les cellules corticales (cc) du cortex profond sont volumineuses et leur cytoplasme est trés réduit. Des

hyphes intracellulaires (h) peuvent étre observées. x 4800

Figure 8 : Détail du cylindre central d’une mycorhize de Lactarius subdulcis en coupe transversale. X : vaisseaux

xylémiens ; p : parenchyme ; T : composés polyphénoliques. x 5400
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PLANCHE XV

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.

Site de prélevement : site de Bezange, sol podzelique.

Période de prélévement  : été 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Figure 1 : Observation en microscopie électronique & transmission du cortex d’une racine porteuse de mycorhizes.
Les cellules corticales {cc) renferment des hyphes (hi) et leur paroi présente un épaississement (ep)

important. x 3200
Figure 2 : L'observation en microscopie électronique & transmission de la paroi des cellules de "endoderme (e) et
du suber (S) sous-jacent révele Ja présence d’une couche dense sur sa face interne (fléches). h: hyphe ; ph:

pheliogene. x 4400

Figure 3 : Le cylindre central comprend des formations secondaires dont du cambium (Ca) produisant du xyléme

(x) et du phloeme (Phl). x 4700

Figure 4 : Détail des vaisseaux du xyléme (x). x 5300
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PLANCHE XVI

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de préleévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Figure 1 : Le mucilage (mu) et la paroi (pf) des hyphes (h) de la zone externe du manteau sont tres réactives & ce

test. En revanche, le ciment (c) ne présente aucun marquage. x 19000

Figure 2 : Dans la partie interne du manteau, la paroi (pf) des hyphes est fortement marquée alors que le ciment (c)
interhyphal ne ’est pas. Le glycogéne cytoplasmique (fléche) est également trés réactif. Téte de fléche :

globule azoté. x 15500

Figure 3 : Dans la zone d’échange entre les deux partenaires, les parois (pf) des hyphes intracellulaires (hi) et celles
(pv) des cellules corticales (cc) réagissent fortement au test PATAg. Il en est de méme du glycogéne

intracytoplasmique fongique (fleche). T : composés polyphénoliques. x 15700

Figure 4: Témoin du test PATAg. Aucun marquage n’est observé au niveau des parois (pf) des hyphes
intracellulaires (hi) ni au niveau des parois (pv) des cellules corticales (cc) qui les contiennent, confirmant

ainsi la nature polysaccharidique des parois. x 18300

Figure 5: Dans le cortex profond, les parois des cellules corticales (cc) ainsi que les jonctions cellulaires (j)

réagissent fortement au test PATAg. x 17800

Figure 6 : Témoin du test PATAg dans le cortex profond. Aucun marquage n’est observé au niveau des parois des
cellules végétales (cc). Ces cellules peuvent renfermer dans leur vacuole des composés polyphénoliques (T).
x 17000

Figure 7 : Les parois des cellules de I’endoderme (e) ne réagissent pas au test PATAg. cc : cellules corticales. x
18600

Figure 8 : Dans le cylindre central, les parois des cellules du parenchyme (p) ainsi que les jonctions cellulaires (j)
sont fortement réactives au test PATAg. En revanche, les parois épaissies (px) des vaisseaux du xyléme ne

sont pas marquées. x 10500
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PLANCHE XVl

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélevement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori - Swift

Figure 1 : Le mucilage (mu) présent en surface de la mycorhize est trés réactif par endroit. Il en est de méme des

parois des hyphes (h) les plus externes. x 24200

Figure 2 : Le ciment interhyphal (c) de la zone externe du manteau n’est pas marqué par le réactif de Swift. En
revanche, dans la zone interne du manteau, un marquage est observé au niveau des parois (pf) des hyphes (h)

et du ciment interhyphal (¢). T : composés polyphénoliques ; mu : mucilage. x 6000

Figure 3 : Dans la zone d’échange entre les deux partenaires, les parois hyphales (pf) et végétales (pv) sont peu
marquées par le réactif de Swift. Le cytoplasme (Cy) des hyphes (hi) réagit en revanche de maniére intense.

v : vacuole ; cc : cellule corticale. x 20000

Figure 4 : Dans le cortex profond, Ies parois végétales (pv) et les jonctions cellulaires (j) sont peu ou pas marquées,
Le cytoplasme (Cy) des cellules réagit fortement au réactif de Gomori-Swift.
x 14000
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PLANCHE XVIII

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Figure 1 : Les parois (pf) des hyphes (h) du manteau externe (Me) ainsi que le ciment (c) sont trés réactifs au test

PATAg. x 22300

Figure 2 : Dans le manteau interne (Mi), les parois (pf) des hyphes (h) sont fortement marquées. Des rosettes de
glycogene (fleches) sont observées dans le cytoplasme des hyphes et sont localisées dans des zones claires. x

20000

Figure 3 : Dans le réseau de Hartig, les parois (pf) des hyphes (h) et celles (pv) des cellules corticales (cc) sont
marquées par le test PATAg. Il en est de méme pour le ciment interhyphal (c). T: composés

polyphénoliques ; fléches : glycogéne fongique. x 20800

Figure 4 : Dans le cortex profond des mycorhizes de Lactarius subdulcis, les parois végétales (pv) et les jonctions
cellulaires (j) sont marquées. Leur cytoplasme ne 1’est pas. cc : cellule corticale ; mi : mitochondrie ; RE :

réticulum endoplasmique ; téte de fléche : plasmodesme. x 12000

Figure 5 : Les jonctions cellulaires (j) et le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux xylémiens réagissent au

test PATAg. En revanche, la paroi €paissie (px) des vaisseaux xylémiens n’est pas réactive. x 22000
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PLANCHE XIX

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : été 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori - Swift

Figure 1 : Les parois (pf) des hyphes (h) du manteau externe réagissent fortement au réactif de Swift alors que le

ciment (c) interhyphal ne montre aucun marquage. x 3600

Figure 2 : Dans le manteau interne, le ciment (c) n’est pas marqué. Il en est de méme des parois (pf) des hyphes (h).
En revanche, les globules vacuolaires sont fortement réactifs (tétes de fléches). Le cytoplasme des hyphes

montre également un intense marquage. x 20000

Figure 3 : Au niveau de I’ Ascomycéte associ¢ a la mycorhize de lactaire, un marquage a été observé dans la couche
pariétale externe (fléche) des hyphes ainsi que dans les corps de Woronin (w) bordant les septums des articles

mycéliens. h : hyphe de Lactarius subduicis. x 11000

Figure 4 : Les parois (pf) des hyphes du réseau de Hartig (RH) ne sont pas réactives. Celles (pv) des cellules
corticales (cc) voisines le sont Iégérement. En revanche, le ciment (c) est fortement marqué par le réactif de

Swift. Fleches : granules de polyphosphates ; T : composés polyphénoliques. x 26300

Figure 5 : Dans le cortex profond des mycorhizes de Lactarius subdulcis, les parois végétales (pv) ne sont pas
marquées alors que leur cytoplasme est trés réactif. De méme, les jonctions cellulaires (j) sont fortement

marquées. cc : cellule corticale ; mi : mitochondries. x 20000

Figure 6 : Dans le cortex profond, I’Ascomycéte (A) associé a la mycorhize de lactaire peut étre observé dans les
cellules corticales (cc). Un marquage est remarqué au niveau de la couche pariétale externe (fleche) des
hyphes alors que la couche pariétale interne n’est pas marquée. En revanche, le cytoplasme (Cy) des cellules

corticales est trés réactif. x 6500

Figure 7 : La paroi des cellules du parenchyme médullaire (p), les jonctions cellulaires (j) et les parois des vaisseaux

xylémiens réagissent fortement au réactif de Swift. x 4000
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PLANCHE XX

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélevement  : été 1996.

Figure 1: Test PATAg de mise en évidence des polysaccharides. Les parois végétales (pv) ne présentent aucun
marquage. Les jonctions cellulaires (j) réagissent faiblement. La paroi de certaines hyphes intracellulaires
(hi) présente un marquage relativement peu intense alors que la paroi d’autres hyphes est fortement marquée.

x 7500

Figure 2 : Test PATAg de mise en évidence des polysaccharides. Aucun marquage n’est observé au niveau des

parois (pv) des cellules de I’endoderme (e) et du suber (S). x 6600

Figure 3 : Test PATAg de mise en évidence des polysaccharides. Les jonctions cellulaires (j) sont fortement
marquées par le test PATAg. Le liseré pariétal (fleche) bordant la cavité des vaisseaux xylémiens (x) réagit

également intensément a ce test. x 4800

Figure 4 : Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift. Les parois cellulaires
(pv) de I’endoderme (e) et du suber (S) ne sont pas marquées alors que la lamelle moyenne (fléche) est
réactive. Il est possible d’observer un marquage intracellulaire (*) lorsque les cellules ne sont pas envahies de
composés polyphénoliques.

x 2800

Figure 5 : Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift. La paroi épaissie des
vaisseaux (px) montre un léger marquage. Le liser¢ pariétal (fleche) qui borde la cavité des vaisseaux est en

revanche fortement marqué. Les jonctions cellulaires (j) ne sont pas réactives. x 7000
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Chapitre 111, introduction

INTRODUCTION :

Les résultats présentés dans les deux premiers chapitres de ce travail, ont montré que les
conditions pédologiques (pH, teneur en ions calcium) du milieu peuvent influencer la proportion
des mycorhizes étudiées mais aussi leur organisation mycorhizienne.

Cependant, dans la nature, le milieu et les organismes sont également soumis aux

variations climatiques.
I. INFLUENCE DES CONDITIONS CLIMATIQUES SUR LE SOL

L’évolution saisonniere des activités biologiques et biochimiques du sol est influencée par
différents facteurs. Les plus importants sont I’apport en nutriments, la température et le régime
hydrique du sol.

C’est ainsi que les différentes activités au sein d’un sol sont inhibées pendant I’hiver
lorsque les températures sont trés basses (Rastin ef al., 1990). Toutefois, la présence d’une litiére
¢paisse, comme c’est le cas pour le sol podzolique du site de Bezange, ou d’une couche de neige
suffisante en hiver, peut protéger le sol et permettre une activité continue.

La décomposition de la matiére organique fraiche est tributaire de divers facteurs et exige
notamment une humidité suffisante. Elle est ainsi fortement ralentie en milieu trop sec. Griffiths
et al. (1990) ont décrit une variation saisonniére de la minéralisation de 1’azote dans des sols a
mor granulaires ou non. Celle-ci est élevée en mars, puis diminue de maniére importante
jusqu’en mai et se maintient & un niveau faible le reste de I’année. Jussy (1998) a également
définit une minéralisation de I’azote €levée en été et faible en hiver dans une hétraie reposant sur
un podzosol ocrique de pH voisin de 4.

Griffiths et al. (1990) ont par ailleurs observé dans leurs sites d’étude des taux de
dénitrification élevés de mai & juillet et de novembre a janvier. Cette dénitrification
correspondrait & une mise en réserve du nitrate de maniére a limiter les pertes par lessivage

pendant les périodes de grande pluviométrie.
II. INFLUENCE DES CONDITIONS CLIMATIQUES SUR LES ORGANISMES DU SOL

Les facteurs climatiques influent de différentes fagcons sur les organismes du sol. Ils
peuvent agir sur leur vitalité¢ mais également sur leur activité colonisatrice ou de décomposition.
Ainsi, Harvey et al. (1978) ont observé que seulement 5% des ectomycorhizes de Douglas

sont actives pendant 1’hiver du fait des températures froides. Cela rejoint les constatations de
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Blasius et al. (1989) sur les ectomycorhizes de Picea abies. Le nombre important de mycorhizes
endommagées ou mortes en hiver s’accompagne aussi d’une faible proportion de mycorhizes en
croissance. D’autre part, Bentivenga et Hetrick (1992) ont montré une colonisation des racines
par les champignons mycorhiziens réduite en hiver.

En revanche, la remontée printani¢re des températures induit une reprise de [’activité
biologique. Mercé (1987) a remarqué au printemps, lorsque les températures dépassent 9°C, une
augmentation du nombre d’espéces actives d’Hyphomycetes aquatiques dans un ruisseau de
vallon recevant des feuilles d’arbres variés.

Les variations saisonnieres des températures définissent en partie la phénologie des
plantes. C’est ainsi que Bentivenga et Hetrick (1992) ont indiqué que le développement de
Poacées de saison fraiche se produit au printemps alors que celui des Poacées de saison chaude a
lieu en été. De plus, les températures peuvent agir sur la morphogenése des plantes, notamment
sur la production de racines latérales (Bowen, 1970) ou encore sur les teneurs en éléments
minéraux des parties aériennes (Le Tacon et Toutain, 1973 ; Nasholm et Ericsson, 1990 ;
Hasnaoui et al., 1996). Les tendances de variation different selon les éléments considérés.
Cependant, diverses études ont montré que le carbone, 1’azote et le magnésium sont & un niveau
élevé au printemps puis diminuent globalement pendant le reste de I’année (Le Tacon et Toutain,
1973 ; Hasnaoui et al., 1996). A I'inverse, le calcium tend & s’accumuler dans les organes aériens

pendant la saison de végétation.

Si les variations saisonni€res concernant le fonctionnement des plantes se sont
développées, celles sur I'ultrastructure et [’absorption de certains éléments minéraux du sol par
les mycorhizes le sont moins. Il nous a donc paru intéressant d’étudier la morphologie,
["ultrastructure des mycorhizes pendént les froids hivernaux, lors de la reprise de la végétation au
printemps, pendant la période estivale et au cours de la fructification fongique automnale. Cela
permettra une approche de la connaissance du fonctionnement de la symbiose au cours des

saisons en le reliant notamment & 1’état physiologique des deux partenaires.
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RESULTATS :

Dans le but d’observer des modifications de la morphologie et de la nutrition des
mycorhizes en fonction des saisons, 1’étude des mycorhizes & Cenococcum geophilum et a
Lactarius subdulcis et de leurs racines porteuses, a donc été réalisée pendant les trois autres
périodes de I’année : au printemps, & 1’automne et en hiver. Ainsi pourront étre comparés les
résultats obtenus sur ces organes pendant la période estivale.

L’évolution saisonniére de pH des deux sols a également été suivie (figure 28). Ainsi, le
pH (eau) de la litiére et celui de I’horizon organo-minéral Al de chacun des deux sols ne
présentent que de faibles variations au cours des saisons. Au niveau du sol podzolique, le
pH(eau) est compris entre 4,5 et 5 pendant I’hiver et s’est abaissé a 4 le reste de ’année. Dans la
rendzine brunifiée, le pH(eau) était proche de 8 pendant I’hiver et au printemps, a montré une

légére baisse en été (pH voisin de 7) puis une augmentation & 1’automne (pH de I’ordre de 8,5).

Chapitre I11.1 : SUR LA RENDZINE BRUNIFIEE

I. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM
A. ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOLOGIQUE

Au printemps, a [’automne et en hiver, 1’aspect morphologique des mycorhizes noires a
Cenococcum geophilum ne varie pas. Elles constituent, comme cela a déja été observé en été, le
type mycorhizien dominant dans le systéme racinaire du Hétre sur ce sol.

Leur organisation structurale reste également la méme. Il s’agit d’ectomycorhizes formées
d’un manteau fongique épais comprenant quatre a cinq couches d’hyphes et qui est recouvert
d’un mucilage sombre plus ou moins épais; et d’un réseau de Hartig unisérié et continu
constitué d’hyphes de petite section. La limite inférieure du manteau est marquée par des plages
de composés polyphénoliques sombres.

Les tissus racinaires présentent un aspect inchangé par rapport a celui présenté
précédemment. En effet, le cortex est composé de cellules corticales volumineuses et le cylindre

central est réduit et ne présente que des formations primaires.
B. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

Globalement, D’ultrastructure des mycorhizes & Cenococcum geophilum observée au

printemps, 4 1’automne et en hiver est similaire a celle présentée pour 1’été. Il s’agit d’une
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RENDZINE BRUNIFIEE

CONSTITUANTS PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines
Surface Mucilage ++ ++ ++ ++ ++ (+)
Manteau externe  |Parois fongiques + - ++ ++ ++ +
Ciment ++ ) ++ ++ ++ +
Manteau interne  |Parois fongiques + - + ++ ++ +++
Ciment + + ++ ++ ++ -
Glycogéne +++ - +++ - o+ N
Réseau de Hartig | Parois fongiques - - +HH) + . I+
Parois des cellules corticales + - + +4 + ++
Ciment ++ +++ + - + ++
Glycogéne +++ - +++ - +++ -
Cortex Parois des cellules corticales ++ + - - - A+t
Jonctions cellulaires ++ + - - - T+
Parois des cellules endodermiques - + - - - -
Cylindre central  |Parois des cellules du péricycle - - - - - -
Parois des cellules du parenchyme ++ +4++ + ++ ++ +
Jonctions cellulaires ++ +4+ ++ ++ ++ +
Parois lignifiées des vaisseaux - ++ - ++) - +
Liseré interne des parois du xyléme ++ +++ ++ +4++ + +

Tableau 17 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures présentes dans les mycorhizes de

Fagus sylvatica / Cenococcum geophilum récoltées dans la rendzine brunifiée au cours des saisons.




Chapitre III, résultats

organisation ectomycorhizienne (Planche XXI, Fig. 1). Cependant, a I’automne, le manteau
fongique épais se subdivise en un manteau externe mort et un manteau interne vivant. Une autre
différence se situe dans la distribution des granules et des globules vacuolaires fongiques : au
printemps, en plus des granules de polyphosphates présents dans le manteau (Planche XXI, Fig.
2) et des globules dans le réseau de Hartig (Planche XXI, Fig. 4), comme cela a été observé en
juillet, il se développe des globules vacuolaires dans le manteau (Planche XXI, Fig. 3). Une
situation identique a été notée en hiver (Planche XXI, Fig. 8, 9 et 10). A ’automne, les globules
fongiques vacuolaires sont observés dans le manteau (Planche XXI, Fig. 5) mais granules et
globules sont absents dans le réseau de Hartig (Planche XXI, Fig. 6 et 7).

Les cellules corticales sont vivantes et leur cytoplasme réduit peut renfermer des organites
reconnaissables, notamment des mitochondries et du réticulum endoplasmique. Dans le cylindre
central, les cellules du parenchyme possédent une vacuole volumineuse qui peut ou non
accumuler des composé€s polyphénoliques. Le cytoplasme de ces cellules renferme des c;rganites

(mitochondries et plastes contenant des grains d’amidon).
C. ETUDE CYTOCHIMIQUE

L’étude cytochimique permettra d’observer une variation éventuelle de la nature
cytochimique des structures fongiques et racinaires au cours des saisons.

Les résultats sont indiqués dans le tableau 17 et illustrés dans les planches XXII et XXIII.

1. Le test PATAg

Quelle que soit la saison considérée, les structures fongiques extracellulaires (mucilage,
parois hyphales, ciments) et intracellulaires (glycogéne) du manteau de Cenococcum geophilum
(Planche XXII, Fig. 1, 2 et 3) réagissent au test de mise en évidence des polysaccharides. A
I’automne, I’ensemble des structures du manteau externe devient trés réactif au test PATAg alors
qu’une réaction plus faible est observée au niveau des parois des hyphes du manteau interne. En
hiver (Planche XXII, Fig. 3), la totalit¢ du manteau fongique est riche en polysaccharides
puisqu’un fort marquage a été obtenu quelque soit la zone étudiée. Les réserves cytoplasmiques
fongiques de glycogéne sont réactives tout au long de I’année. En hiver, le cytoplasme des
hyphes est littéralement rempli de rosettes de glycogéne.

Dans le réseau de Hartig, au printemps (Planche XXII, Fig. 4), une réaction négative est
observée au niveau des parois fongiques. Celles des cellules corticales voisines et le ciment

réagissent plus intensément. Le reste de I’année la paroi des cellules corticales voisines du réseau
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de Hartig ainsi que le ciment interfacial réagissent faiblement. En revanche, le marquage des
parois fongiques du réseau s’intensifie a ’automne (Planche XXII, Fig. 5) pour disparaitre en
hiver (Planche XXII, Fig. 6). Le glycogéne cytoplasmique fongique est fortement marqué. Il est
peu abondant au printemps (Planche XXII, Fig. 4) ; a I’automne, sa quantité augmente, bien que
certaines hyphes du réseau n’en renferment pas (Planche XXII, Fig. 5). En hiver, les hyphes du
manteau comme celles du réseau sont riches en glycogéne (Planche XXII, Fig. 6).

Les parois des cellules du cortex exempt de mycélium ainsi que les jonctions cellulaires
sont tres réactives au printemps (Planche XXII, Fig. 7). A partir de I’automne (Planche XXII,
Fig. 8) et en hiver, ce marquage disparait. Les jonctions cellulaires du cortex et les parois des
cellules endodermiques ne réagissent pas au test PATAg aux deux derniéres périodes étudiées
(Planche XXII, Fig. 8 et 9).

Dans le cylindre central, quelle que soit la période étudiée, les parois des cellules du
péricycle et celles des vaisseaux xylémiens ne réagissent pas au test PATAg. En revanche, une
réaction plus intense est observée au niveau des parois des cellules du parenchyme, des jonctions
cellulaires et du liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux au printemps (Planche XXII, Fig.
10). Ce marquage tend a étre moins intense dans les parois des cellules du parenchyme a

I’automne (Planche XXII, Fig. 11) pour s’intensifier 4 nouveau en hiver (Planche XXII, Fig. 12).
2. Le marquage de Gomori-Swift

Le mucilage présent en surface des mycorhizes est réactif au printemps (Planche XXIII,
Fig. 1) et a ’automne. En hiver, le marquage est faible (Planche XXIII, Fig. 3).

Au printemps (Planche XXIII, Fig. 1); le ciment de I’ensemble du manteau réagit
faiblement au réactif de Swift. A I’automne suivant (Planche XXIII, Fig. 2), un fort marquage
apparait au niveau des parois fongiques. Le marquage du ciment reliant les hyphes du manteau
fongique s’intensifie. En revanche, en hiver (Planche XXIII, Fig. 3), le marquage a tendance a
diminuer dans la zone externe mais pas au niveau des parois des hyphes de la zone interne du
manteau et du ciment. De plus, au printemps, le plasmalemme et le cytoplasme des hyphes du
manteau sont fortement marqués. De méme, de gros globules tres réactifs sont visibles dans les
vacuoles fongiques (Planche XXIII, Fig. 1). A l'automne, le cytoplasme fongique n’est pas
réactif mais le devient 1égérement en hiver.

Dans le réseau de Hartig, les parois des hyphes ne sont pas marquées au printemps
(Planche XXIII, Fig. 4) alors qu’a I’automne (Planche XXIII, Fig. 5) et en hiver, un marquage
plus intense est observé (Planche XXIII, Fig. 6). Les parois des cellules corticales voisines

réagissent fortement en hiver et a I’automne, et ne sont plus réactives au printemps. Le ciment
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RENDZINE BRUNIFIEE
PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium
Surface de la mycorhize  |Mucilage +(+) +(+) traces + + traces +(+) +(+) traces
Manteau externe Parois fongiques - +(+) traces +(+) +(+) - - traces -
Ciment - ++ traces +++ ++(+) - +(+) +(+) -
Manteau interne Parois fongiques - traces traces (+) ) - - - -
Ciment - ++ traces + + - + + traces
Plages de polyphénols striées ++ ++ | traces * ++ ++ traces ++ +HH) traces
Plages de polyphénols non striées no no no no no no no no no
Globules vacuolaires ++ +++ | traces * - +(+) traces traces +(+) traces
Granules de polyphosphates o + - no no 1o o - -
Réseau de Hartig Parois fongiques - traces | traces * - &) - - traces traces
Parois des cellules corticales - - traces * | traces | traces | traces +(+) +(+) -
Ciment - () traces * ) ) traces ) + traces
Polyphénols striés vacuolaires +(+) +(+) traces +(+) +(+) - ++ +(+) traces
Polyphénols non striés vacuolaires +(+) +(+) traces no no no ++ +(+) | traces *
Globules vacuolaires - ++ traces no no no ++ ++ traces
Granules de polyphosphates no no no no no no no no no
Cortex Parois des cellules corticales - +(+) traces traces 3] traces traces traces -
Jonctions celtulaires - - traces - + traces +(+) ++ -
Parois des cellules endodermiques traces +) - - - - traces | traces | traces
Polyphénols de I'endoderme +(+) +(+) traces + + - +++ ++ traces
Cylindre central Parois des cellules du péricycle +) + - - +(+) traces + + traces
Polyphénols du péricycle ? ? ? +(+) ++ - +++ ++ traces
Parois des cellules du parenchyme (+) ) traces traces traces - + + -
Polyphénols du parenchyme +(+) +(+) traces +(+) ++ - ++ + -
Jonctions cellulaires + + - traces + - +++ +++ traces
Parois lignifides des vaisseaux - + traces - - - +(+) +(+) -
Liseré interne des parois du xyleme traces traces traces - + - +(H) +(+) traces
Tableau 18 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica /
Cenococcum geophilum prélevées dans la rendzine brunifiée au cours des saisons. * : associé a des traces d'aluminium ; ** : associé au

phosphore.
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est trés fortement marqué au printemps et I’est moins & ’automne. En hiver, le marquage
s’intensifie & nouveau. Les vacuoles des hyphes contiennent des globules comparables & ceux
observés dans les hyphes du manteau au printemps (Planche XXIII, Fig. 4).

Les structures du cortex (parois des cellules corticales et endodermiques, jonctions
cellulaires) sont faiblement marquées par le réactif de Swift au printemps (Planche XXIII, Fig.
7). Toutefois, un marquage plus fort est observé en hiver au niveau des parois des cellules
corticales et des jonctions cellulaires (Planche XXIII, Fig. 8).

Dans le cylindre central, les parois des cellules du péricycle ne sont jamais marquées tout
au long de l’année. En revanche, les structures du cylindre central (parois des cellules du
parenchyme, jonctions cellulaires, parois épaisses et liseré pariétal interne des vaisseaux) sont
trés fortement marquées au printemps (Planche XXIII, Fig. 9) et a ’automne (Planche XXIII,

Fig. 10). Le marquage s’atténue fortement en hiver.

D. ETUDE ANALYTIQUE
Le tableau 18 réunit les différentes analyses effectuées.
1. La surface des mycorhizes

Le mucilage présent en surface des mycorhizes montre une capacité & accumuler en assez
grande proportion le calcium et 1’azote tout au long de I’année. Toutefois, cette accumulation est

plus faible a ’automne. Le silicium y est détecté a 1’état de traces.
2. Le manteau

Au printemps, les structures fongiques du manteau n’accumulent pas le calcium exception
faite des plages de composés polyphénoliques strides ainsi que des globules et des granules
fongiques vacuolaires. En revanche, I’azote est globalement fortement détecté dans 1’ensemble
du manteau.

Le silicium est présent dans ces structures a I’état de traces parfois en association avec de
I’aluminium comme c’est le cas dans les plages polyphénoliques striées et les globules
vacuolaires. Cependant, la présence de silicium n’a pas été révélée dans les granules de
polyphosphates fongiques.

A Pautomne, le manteau fongique s’enrichit fortement en calcium. En effet, cet élément
est particulierement accumulé dans la zone externe du manteau, notamment dans le ciment

interhyphal. L’azote est également détecté en grande proportion dans ces différentes structures
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excepté dans les parois des hyphes internes et dans le ciment, ot I’accumulation est plus faible.
La présence de silicium est peu marquée dans le manteau fongique a cette époque de I’année. Il a
été détecté uniquement dans les plages polyphénoliques ainsi que dans les globules vacuolaires.
Les granules de polyphosphates n’ont pas été observés.

En hiver, les parois des hyphes du manteau n’accumulent pas, ou trés peu, le calcium et
I’azote. En revanche, ces deux éléments sont fortement détectés dans les ciments interhyphaux et
dans les plages de composés polyphénoliques striées. Le silicium est absent des structures de la
zone externe du manteau et est détecté & 1’état de traces dans la zone interne. Les globules
vacuolaires accumulent fortement I’azote ainsi que des traces de calcium et de silicium. Les

granules de polyphosphates vacuolaires stockent le calcium.
3. Le réseau de Hartig

Au printemps, au niveau du réseau de Hartig, les parois des cellules des deux partenaires
et le ciment interfacial renferment des traces de silicium et d’aluminium. En revanche, 1’azote est
présent en faible proportion dans les parois fongiques et le ciment mais sa présence n’a pas €té
révélée dans la paroi des cellules corticales voisines du réseau. Le calcium ne s’accumule pas
dans ces structures, toutefois, il est présent en grande proportion dans les polyphénols
vacuolaires, striés ou non, contenus dans les cellules corticales, en association avec de 1’azote et
du silicium. Les granules vacuolaires fongiques n’ont pas été observés.

A Pautomne, le calcium et I’azote sont faiblement détectés dans les parois des cellules des
deux partenaires ainsi que dans le ciment. Toutefois, leur accumulation est plus importante dans
les polyphénols vacuolaires striés observés dans les cellules corticales voisines du réseau de
Hartig. Le silicium est présent a [’état de traces dans les parois des cellules végétales et dans le
ciment.

En hiver, les parois des cellules corticales voisines du réseau et le ciment, dans une
moindre mesure, accumulent le calcium et I’azote. En revanche, les parois fongiques fixent peu
les éléments puisque seules des traces d’azote et de silicium ont été détectées a ce niveau. Le
silicium est également présent dans le ciment et la présence d’aluminium a été révélée dans les
parois des cellules corticales voisines du réseau de Hartig. Toutefois, ¢’est dans les polyphénols
vacuolaires des cellules corticales et dans les globules fongiques que les plus fortes proportions
d’azote et de calcium ont été détectées avec des traces de silicium et/ou d’aluminium. Les

granules de polyphosphates n’ont pas ét€ observés.
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4. Le cortex profond

Au printemps, le cortex est relativement pauvre en éléments. Seule la présence d’azote a
été révélée dans les parois des cellules corticales ainsi qué des traces de silicium. Ce dernier est
également détecté dans les jonctions cellulaires alors que le calcium et I’azote en sont absents.
La paroi épaissie des cellules endodermiques n’accumulent qu’un peu d’azote et de calcium. En
revanche, ces deux éléments sont présents en grande proportion avec des traces de silicium dans
les polyphénols contenus dans les vacuoles de ces cellules.

A Pautomne, de trés faibles proportions de calcium, d’azote et de silicium ont été
détectées dans les parois des cellules corticales. Les jonctions cellulaires renferment un peu plus
d’azote ainsi que des traces de silicium mais pas de calcium. La paroi épaissie des cellules
endodermiques n’accumulent pas les éléments recherchés. En revanche, du calcium et de ’azote
sont présents en faible proportion dans les polyphénols en formation qu’elles renferment.

En hiver, le cortex des mycorhizes accumule le calcium et ’azote principalement au
niveau des jonctions cellulaires et des polyphénols présents dans le cortex. Les parois végétales
ne renferment que des traces de calcium et d’azote. Le silicium n’a pas été détecté dans ces
structures. Les composés polyphénoliques des cellules endodermiques sont riches en calcium et
azote. Ils contiennent également des traces de silicium. Les parois épaissies des cellules

endodermiques ne renferment que des traces de calcium, d’azote et de silicium.
5. Le cylindre central

Au printemps, le cylindre central est globalement pauvre en éléments. En effet, le calcium
et ’azote sont abondamment présents dans les polyphénols du parenchyme, toutefois, ils ont été
détectés, en faible proportion, dans les parois des cellules du péricycle, du parenchyme ainsi que
dans les jonctions cellulaires. La paroi épaissie des vaisseaux xylémiens renferme un peu d’azote
mais pas de calcium. La présence de ces deux éléments est également révélée dans le liseré
pariétal interne qui borde la cavité de ces vaisseaux. Le silicium a été détecté, a I’état de traces,
dans les structures citées précédemment, exception faite des parois des cellules du péricycle et
des jonctions cellulaires.

Il en est de méme a Pautomne, ou les parois des cellules du péricycle, du parenchyme, des
vaisseaux ainsi que les jonctions cellulaires accumulent peu ou pas le calcium et 1’azote. En
revanche, les polyphénols des cellules du péricycle et du parenchyme médullaire stockent
fortement ces éléments. La présence de silicium n’a pas été révélée dans le cylindre central

excepté dans la paroi des cellules du péricycle.
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Pendant la période hivernale, les parois des cellules du péricycle renferment du calcium,
de I’azote en faible proportion et des traces de silicium. Des traces de silicium sont également
observées dans les polyphénols vacuolaires des cellules du péricycle. Ces composés
polyphénoliques accumulent cependant fortement le calcium et 1’azote. Ces deux éléments sont
stockés en abondance dans la paroi lignifiée des vaisseéux, dans les jonctions cellulaires ainsi
que dans le liseré dense qui borde la cavité des vaisseaux. Ces deux derniéres structures
contiennent des traces de silicium. Le parenchyme du cylindre central accumule plus faiblement

le calcium et I’azote dans ses parois et dans ses vacuoles.
II. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS
A. ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOLOGIQUE

Pendant les périodes printaniére, automnale et hivernale, les mycorhizes a Lactarius
subdulcis représentent une faible proportion parmi les associations symbiotiques présentes dans
le sol, comme cela a été observé en éte.

De méme, les observations histologiques menées sur ces mycorhizes sont identiques a
celles effectuées en été. Ces ectomycorhizes de couleur orangée se composent d’un manteau
fongique trés épais, d’un réseau de Hartig continu et unisérié et d’une partie racinaire formée

uniquement de tissus primaires.
B. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

Aux trois périodes étudi€es, les mycorhizes & Lactarius subdulcis conservent les
particularités ultrastructurales observées en été c’est-a-dire un manteau divisé en un manteau
externe mort et en un manteau interne vivant. Le réseau de Hartig est continu et unisérié
(Planche XXIV, Fig. 1). Au printemps (Planche XXIV, Fig. 2, 3, 4 et 5) et en hiver (Planche
XXIV, Fig. 9, 10 et 11), la distribution des granules de polyphosphates ainsi que des globules
vacuolaires demeure inchangée puisque leur présence a été observée dans les hyphes du manteau
interne et du réseau de Hartig. En revanche, a ’automne (Planche XXIV, Fig. 6, 7 et 8), des
granules de polyphosphates sont observés dans le manteau mais pas dans le réseau de Hartig et
inversement pour les globules riches en azote.

Tout au long de 1’année, le cortex et le cylindre central des mycorhizes sont généralement
vivants comme cela a été observé en été. Les cellules corticales possédent une grosse vacuole.

Leur cytoplasme est réduit et renferme des mitochondries et des amyloplastes. Les jonctions
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CONSTITUANTS PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines
Manteau externe  [Parois fongiques + + + - (+) )
Ciment + + ++ - + (+)
Manteau interne | Parois fongiques + - ++ - (+) +
Ciment + + ++ +(4) (6] +++
Glycogéne +++ - +++ - +++ -
Réseau de Hartig |Parois fongiques + + + - + -
Parois des cellules corticales + + + - +(+) -
Ciment + +++ + - + +
Glycogene +++ - +++ - +++ -
Cortex Parois des cellules corticales + (+) - - - +
Jonctions cellulaires ++ ) + - - -
Parois des cellules endodermiques - - - - - -
Cylindre central  {Parois des cellules du péricycle ++ + + - + -
Parois des cellules du parenchyme ++ + +(+) (+) +(+) +(+)
Jonctions cellulaires + - ++ - +(4) +(+)
Parois lignifiées des vaisseaux + + - + + -
Liser¢ interne des parois du xyléme ++ ++ + - ++ +

Tableau 19 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures présentes dans les mycorhizes de

Fagus sylvatica / Lactarius subdulcis récoltées dans la rendzine brunifiée au cours des saisons.
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cellulaires présentes dans le cortex sont de taille réduite. Des amyloplastes ont également été
observés dans le cytoplasme des cellules du parenchyme médullaire. Ces cellules peuvent
accumuler des polyphénols dans leur vacuole. Cependant, des signes de dégénérescence
(désagrégation du cytoplasme) ont ét€ observés dans des cellules du cylindre central de rares
échantillons récoltés a I’automne et en hiver.

L’Ascomycéte en association avec le lactaire, bien développé pendant 1’été, est moins

fréquemment observé pendant le reste de I’année.

C. ETUDE CYTOCHIMIQUE

Le tableau 19 rassemble les différents résultats qui sont €également illustrés dans les

planches XXV et XXVI.
1. Le test PATAg

Au printemps (Planche XXV, Fig. 1), le marquage est faible au niveau des structures
fongiques de ’ensemble du manteau, excepté au niveau du glycogéne cytoplasmique présent
dans les hyphes du manteau interne et qui est trés fortement réactif. A I’automne, les parois des
hyphes du manteau externe sont faiblement marquées (Planche XXV, Fig. 2), alors que celles
des hyphes du manteau interne et le ciment le sont plus (Planche XXV, Fig. 3). En revanche, en
hiver (Planche XXV, Fig. 4), les parois fongiques et le ciment du manteau interne ne réagissent
que faiblement au test PATAg. Le latex des laticiféres présents dans le manteau interne est
faiblement réactif au printemps (Planche XXV, Fig. 1) et a I’automne mais pas en hiver.

Au niveau du réseau de Hartig (Planche XXV, Fig. 5, 6 et 7), les parois cellulaires des
deux partenaires et le ciment qui les relie réagissent faiblement aux trois périodes étudiées.

Dans le cortex profond, les parois des cellules sont faiblement marquées au printemps
(Planche XXV, Fig. 8). Ce marquage disparait a I’automne (Planche XXV, Fig. 9) et en hiver
(Planche XXV, Fig. 10). Concernant les jonctions cellulaires, elles présentent une réponse
intense au test PATAg au printemps (Planche XXV, Fig. 8) et ne sont plus marquées le reste de
I’année (Planche XXV, Fig. 9 et 10).

Dans le cylindre central, un fort marquage a ét€ observé au printemps, au niveau des parois
des cellules du péricycle, du parenchyme et des vaisseaux. Ce marquage tend a diminuer a
I’automne (Planche XXV, Fig. 11) et en hiver (Planche XXV, Fig. 12). Les jonctions cellulaires,

faiblement marquées au printemps, sont plus réactives a I’automne et en hiver.
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PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium
Surface - (") - - traces - + - traces
Manteau externe Parois fongiques traces traces traces - &) traces G traces traces
Ciment - + traces + + traces traces | traces traces
Manteau interne Parois fongiques &) ) traces + + traces + + traces
Ciment + + traces + + traces ) ) traces
Plages de polyphénols striées +++ +++ - ++ ++ traces -+ +++ traces
Plages de polyphénols non striées no no no ++ ++ traces +++ +++ traces
Globules vacuolaires +(+) ++++ - no no no + +(+) traces
Granules de polyphosphates + o - . +(+) **| traces | traces | H(H* - -
Réseau de Hartig Parois fongiques ) () traces (+) + traces ) + -
Parois des cellules corticales traces +) traces ) + traces + + -
Ciment + &) traces ) + - +(+) ++ traces
Polyphénols vacuolaires +++ +++ - +4++ ++ traces +(+) ++) traces
Globules vacuolaires - ++ - - ++ - - +(+) -
Granules de polyphosphates () - - 1o 1no 1no + ++ -
Cortex Parois des cellules corticales - + - - ) - + +(+) traces
Jonctions cellulaires +(+) ++ traces - 6] - ++ +++ traces
Parois des cellules endodermiques + + - - - traces - - -
Polyphénols de 'endoderme - +(+) traces ++ ++ - ++ +H+) -
Cylindre central Parois des cellules du péricycle - traces traces traces G - +(+) +(+) traces
Polyphénols du péricycle +(+) +(+) - ++ ++ traces ? ? ?
Parois des cellules du parenchyme - traces traces traces traces - + C) traces
Polyphénols du parenchyme + ++ traces ++ ++ traces - - traces
Jonctions cellulaires +(+) +++ traces traces ) - +(+) +(+) traces
Parois lignifiées des vaisseaux - + traces - - - - - traces
Liseré interne des parois du xyléme + +(+) traces - ) traces - - traces

Tableau 20 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica /
Lactarius subdulcis prélevées dans la rendzine brunifiée au cours des saisons. ** : associé au phosphore.
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2. Le marquage de Gomori-Swift

Les parois fongiques et le ciment du manteau externe sont faiblement marqués au
printemps et ne le sont plus a ’automne (Planche XXVI, Fig. 2). AEn hiver, ce marquage est trés
discret (Planche XXVI, Fig. 4). Le ciment du manteau interne est faiblement marqué au
printemps et a ’automne (Planche XXVI, Fig. 3) et devient trés réactif en hiver (Planche XXVI,
Fig. 5). En revanche, les parois fongiques ne le sont pas au printemps et a I’automne. Les
vacuoles fongiques renferment des gros globules trés denses (Planche XX VI, Fig. 1 et 3).

Dans le réseau de Hartig, au printemps (Planche XXVI, Fig. 6), les parois cellulaires des
deux partenaires sont peu réactives et ne le sont pas a ’automné (Planche XXVI, Fig. 7) et en
hiver (Planche XXVI, Fig. 8). Une variation importante du marquage a été observée au niveau
du ciment interfacial. En effet, cette structure est trés réactive au printemps (Planche XXVI, Fig.
6), I’est plus faiblement en hiver (Planche XXVI, Fig. 8) et aucun marquage n’est observé a
I’automne (Planche XXVI, Fig. 7).

Dans le cortex profond, les parois des cellules réagissent faiblement au réactif de Swift au
printemps (Planche XX VI, Fig. 9) et en hiver mais pas a I’automne (Planche XXVI, Fig. 10). En
revanche, au niveau des jonctions cellulaires, le faible marquage observé au printemps et en été,
disparait a partir de ’automne. Au niveau de ’endoderme, les parois cellulaires ne sont pas
marquées (Planche XXVI, Fig. 11).

Au printemps (Planche XXVI, Fig. 12), les structures du cylindre central (parois cellulaires
du péricycle, du parenchyme et des vaisseaux) réagissent faiblement au réactif de Swift. A
PPautomne (Planche XXVI, Fig. 13), le marquage devient trés discret. En hiver (Planche XXVI,
Fig. 14), les parois des cellules du parenchyme et les jonctions cellulaires réagissent plus
fortement au réactif de Swift. Un faible marquage est également observé dans le liseré pariétal

bordant la cavité des vaisseaux.
D. ETUDE ANALYTIQUE

Les analyses sont rassemblées dans le tableau 20.

1. La surface des mycorhizes

Au printemps, si le calcium et le silicium sont absents de la surface de ces mycorhizes,
|’azote est présent en faible proportion. En revanche, seules des traces d’azote ont été détectées a
Pautomne. En hiver, du calcium et des traces de silicium sont présents a la surface des

mycorhizes a Lactarius subdulcis.
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2. Le manteau

Pendant les trois périodes étudiées, le calcium, 1’azote et le silicium sont trés peu
accumulés dans les structures du manteau externe (parois fongiques et ciment). Le calcium
semble méme absent du ciment interhyphal au printemps et des parois fongiques a I’automne.

Au printemps, dans le manteau interne, les parois des hyphes et le ciment interhyphal
renferment du calcium et de ’azote en faibles proportions ainsi que des traces de silicium.
Toutefois, les plages de composés polyphénoliques striées accumulent abondamment le calcium
et I’azote mais pas le silicium (les plages de polyphénols non striées n’ont pas été observées). De
méme, 1’azote est fortement concentré dans les globules vacuolaires fongiques ou il est associé a
du calcium. Ce dernier est également présent dans les granules de polyphosphates vacuolaires
fongiques.

A TPautomne, les parois fongiques et le ciment contiennent également de faibles
proportions de calcium, d’azote et de silicium. Toutefois, les plages polyphénoliques striées ou
non accumulent fortement le calcium et ’azote et des traces de silicium. Le calcium est
également stocké dans les granules de polyphosphates vacuolaires. Les globules vacuolaires
riches en azote n’ont pas €t€ observés.

Dans le manteau interne, en hiver, ce sont les plages de composés polyphénoliques striées
ou non qui stockent la majeur partie du calcium et de I’azote. Seules des traces de silicium sont
détectées dans ces structures. Les parois fongiques contiennent ces trois éléments en faibles
proportions. L’analyse du ciment révele des traces de silicium et de faibles proportions de
calcium et d’azote. Le calcium est également immobilisé dans les granules de polyphosphates
vacuolaires, alors que 1’azote vacuolaire associé¢ & des traces de silicium et & du calcium, est

concentré sous forme de globules. Le cytoplasme des hyphes accumule le calcium et 1’azote.

3. Le réseau de Hartig

Au printemps, les parois des hyphes, celles des cellules corticales voisines du réseau de
Hartig et le ciment renferment de faibles proportions de calcium, d’azote et de silicium. En
revanche, les polyphénols vacuolaires contenus dans les cellules corticales, accumulent
fortement le calcium et I’azote. Ces éléments sont également détectés dans les globules et les
granules vacuolaires observés dans les hyphes du réseau de Hartig.

A Pautomne, les parois des cellules des deux partenaires et le ciment accumulent peu les
éléments recherchés. Le silicium semble méme absent du ciment. Les polyphénols vacuolaires
contenus dans les cellules corticales voisines du réseau de Hartig contiennent du calcium et de

’azote en grande proportion ainsi que des traces de silicium. L’azote est immobilisé dans les
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globules vacuolaires fongiques. Les granules de polyphosphates fongiques n’ont pas été
observés.

En hiver, le calcium et I’azote sont détectés dans les parois cellulaires des deux partenaires
ainsi que dans le ciment interfacial. Ils présentent toutefois une accumulation accrue dans le
ciment qui contient également des traces de silicium. Dans les vacuoles fongiques, le calcium est
principalement en association avec les granules de polyphosphates. L’azote est sous forme de
globules. Dans les vacuoles des cellules corticales voisines du réseau de Hartig, ce sont
principalement le calcium et ’azote qui sont associés aux polyphénols avec des traces de

silicium.
4. Le cortex profond

Au printemps, les jonctions cellulaires situées entre les cellules corticales, accumulent du
calcium, de 1’azote et des traces de silicium. L’azote est également présent dans la paroi des
cellules du cortex ; le calcium et le silicium n’y sont pas détectés. Dans la paroi des cellules
endodermiques, le calcium et [’azote sont peu détectés. Le silicium y est absent. En revanche,
des traces de cet élément ainsi que de 1’azote, en assez grande proportion, sont révélées dans les
composés polyphénoliques vacuolaires contenus dans ces cellules.

A DPautomne, les parois des cellules corticales ainsi que les jonctions cellulaires ne
renferment que de 1’azote en faible proportion. Du silicium a été détecté, & 1’état de traces, dans
la paroi épaissie des cellules endodermiques. En revanche, le calcium et I’azote sont fortement
accumulés dans les polyphénols vacuolaires contenus dans ces cellules.

Dans les échantillons récoltés en hiver, le calcium et 1’azote sont détectés dans les
jonctions cellulaires du cortex, ainsi que dans les parois des cellules corticales. Le silicium n’y
est présent qu’a I’état de traces. Alors que les parois des cellules endodermiques ne contiennent
pas les éléments recherchés, le calcium et 1’azote sont présents dans les polyphénols vacuolaires

de ces cellules.
5. Le cylindre central

Au printemps, les parois des cellules du péricycle et du barenchyme ne renferment que
des traces d’azote et de silicium. Ce sont les jonctions cellulaires puis les polyphénols contenus
dans les cellules du péricycle et du parenchyme, qui accumulent le plus le calcium et [’azote. La
présence de ces deux éléments a également été révélée dans le liseré pariétal interne qui borde la
cavité des vaisseaux. Toutefois, si 1’azote est faiblement présent dans la paroi épaisse des

vaisseaux xylémiens, le calcium semble en étre absent. Le silicium est présent, a 1’état de traces,
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dans le parenchyme (parois cellulaires et polyphénols vacuolaires), dans les jonctions cellulaires
ainsi que dans les vaisseaux du xyléme (parois épaissies et liseré pariétal interne).

A Pautomne, le calcium et 1’azote sont trés faiblement accumulés dans les parois des
cellules du péricycle, du parenchyme médullaire et dans les jonctions cellulaires. Ces deux
¢léments sont toutefois fortement stockés dans les composés polyphénoliques de ces cellules
associés a du silicium. Seul un peu d’azote et des traces de silicium ont été détectés au niveau
des vaisseaux xylémiens dans le liseré pariétal bordant leur cavité.

En hiver, les parois des cellules du péricycle accumulent le calcium et I’azote. Elles
présentent également des traces de silicium. Dans le cylindre central, le calcium et ’azote sont
principalement présents dans les jonctions cellulaires. Les parois-des cellules parenchymateuses
en contiennent de faibles proportions et ils semblent absents des parois des vaisseaux xylémiens.
Des traces de silicium sont détectées dans les parois des cellules parenchymateuses , dans les
vaisseaux (parois et liseré pariétal interne), dans les polyphénols contenus dans les cellules du
parenchyme et dans les jonctions cellulaires. Dans les cellules parenchymateuses, le calcium et
P’azote se localisent aussi dans le cytoplasme et semblent absents des polyphénols vacuolaires

que ces cellules renferment.

ITI. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA

A. ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOLOGIQUE

La morphologie des racines porteuses de mycorhizes ne montre pas de modifications
particuliéres sur le sol calcaire, que ce soit au printemps, pendant I’automne ou en hiver,
comparée a celle des prélévements estivaux.

Le cortex est dégénérescent et les cellules corticales sont envahies de mycélium. Le

cylindre central volumineux renferme des tissus secondaires.

B. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

L’étude ultrastructurale ne révéle pas de modifications particulieres chez les racines
porteuses de mycorhizes, a chaque période de ’année étudiée : le cortex renferme notamment
des hyphes (Planche XXVII, Fig. 1, 2 et 3). La paroi de certaines hyphes apparait tres dense alors
que celle d’autres hyphes est plus claire (Planche XXVII, Fig. 2). L’endoderme est identifiable
aux polyphénols accumulés dans ses cellules (Planche XXVII, Fig. 4, 5 et 6). La face interne de

la paroi des cellules endodermiques est généralement pourvue d’une bande sombre (Planche
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CONSTITUANTS PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines
Cortex Parois des cellules corticales (+) + (+) + + ++
Parois des hyphes intracellulaires () / ++ + () / +++ +/+++ +/++ +/ ++
Jonctions cellulaires ++ + ++ + ++ ++

Parois des cellules endodermiques - - - -
Cylindre central  |Parois des cellules du suber - - -
Parois des cellules du phellogéne - -

Parois des cellules du parenchyme ++ +(+) +(+) +(+) + +
Jonctions cellulaires ++ +++ +(+) +++ + +
Parois lignifiées des vaisseaux - Ze:-;Zi:++ - ze .+ zi:+(+ - ze:+;zi:-
Liseré interne des parois du xyleme ++ ++ ++ ++ ++ ++

Tableau 21 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures présentes dans les racines porteuses de
mycorhizes de Fagus sylvatica récoltées dans la rendzine brunifiée au cours des saisons. ze : zone externe ; zi : zone interne.
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XXVII, Fig. 4 et 5) excepté lorsque le cortex n’est pas encore desquamé mais est toujours en
relation avec I’endoderme (Planche XXVII, Fig. 6). Le phellogene différenciant du suber est mis
en place au niveau de I’assise péricyclique et les cellules se chargent en polyphénols (Planche
XXVII, Fig. 5). Le cylindre central renferme également des structures secondaires (Planche
XXVII, Fig. 7, 8 et 9). Les cellules du parenchyme accumulent des polyphénols en plus grande
quantité en hiver (Planche XXVII, Fig. 9) qu’en automne (Planche XXVII, Fig. §).

C. ETUDE CYTOCHIMIQUE

Les résultats sont indiqués dans le tableau 21 et dans les planches XX VIII et XXIX.
1. Le test PATAg

Quelle que soit la période étudiée, les parois des cellules corticales sont peu réactives au
test PATAg (Planche XXVIII, Fig. 1 et 2). En revanche, les jonctions cellulaires du cortex
montrent un fort marquage pendant toute ’année (Planche XXVIIL, Fig. 1, 2). Les parois des
hyphes intracellulaires sont également marquées quelle que soit la saison étudice.

Pendant les trois périodes étudiées, les parois des cellules du suber et du phellogéne ne
présentent aucun marquage (Planche XXVIII, Fig. 3). Si les parois des cellules du parenchyme
médullaire sont fortement marquées au printemps (Planche XXVIII, Fig. 4) et a ["automne
(Planche XXVIII, Fig. 5), elles sont au contraire faiblement réactives en hiver (Planche XXVIII,
Fig. 6). Le marquage intense observé au niveau des jonctions cellulaires au printemps, devient
plus faible a ’automne et en hiver. La paroi épaisse des vaisseaux xylémiens n’est généralement
pas réactive (Planche XXVIII, Fig. 5 et 6). En revanche, le liseré pariétal bordant leur cavité est

toujours plus fortement marqué.
2. Le marquage de Gomori-Swift

Au printemps, les structures du cortex sont peu marquées (Planche XXIX, Fig. 1). A
’automne (Planche XXIX, Fig. 2), une faible réaction est observée dans les parois des cellules
corticales et le marquage au niveau de certaines hyphes intracellulaires est intense. En hiver, les
parois végétales et fongiques sont bien marquées et les jonctions cellulaires réagissent fortement
au réactif de Swift (Planche XXIX, Fig. 3). Au niveau de I’endoderme, les jonctions cellulaires
sont fortement marquées. Les composés polyphénoliques qu’elles renferment réagissent

également (Planche XXIX, Fig. 4).
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PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium
Cortex Parois des cellules corticales - " traces ++(+) traces - ++) +(+) -
Parois des hyphes intracellulaires ) G traces +(+) +(+) traces &) ) -
Globules fongiques ? ? ? no no no +(+) ++ -
Granules fongiques ? ? ? et - - no no no
Polyphénols ++ ++ - + (G2 - +(+) + -
Jonctions cellulaires - ) traces +(+) G - +(+) +(+) -
Parois des cellules endodermiques - +) traces - - traces - - -
Liseré interne pariétal / endoderme - - silice - - silice - - silice
Polyphénols de I'endoderme ++ +(+) traces ++(+) +H+) - - - -
Cylindre central Parois des cellules du suber - - traces - - traces | traces | traces -
Liseré interne pariétal / suber - - silice - - silice - - silice
Polyphénols du suber no no no +4+(+) +(+) traces + + -
Parois des cellules du phellogéne +(+) +H+) ? ) traces traces | traces traces -
Parois des cellules du parenchyme +(+) +(+) - - - - ++ ++ -
Polyphénols du parenchyme + + - ++) +(4) traces - ++(+) -
Jonctions cellulaires ++) +(+) - + + traces ++ ++ -
Parois lignifiées des vaisseaux - - - + + traces ) ) -
Liseré interne des parois du xyléme &) + - )] ) traces +(+) +(+) -

Tableau 22 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures présentes dans les racines porteuses de mycorhizes de
Fagus sylvatica prélevées dans la rendzine brunifiée au cours des saisons. ** : associé au phosphore.
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Dans le cylindre central, les jonctions cellulaires sont fortement réactives au printemps
(Planche XXIX, Fig. 5) et a I’automne (Planche XXIX, Fig. 6). Ce marquage s’atténue en hiver
(Planche XXIX, Fig. 7). Les parois des cellules du parenchyme présentent un marquage
relativement intense bien qu’il soit atténué en hiver. De plus, les parois des vaisseaux se divisent
en deux couches dont I’intensité de la réaction varie. La couche externe, peu épaisse, ne présente
aucun marquage au printemps et devient peu réactive le reste de I’année. La couche interne,

épaisse, montre la réaction inverse.
C. ETUDE ANALYTIQUE
Les analyses sont indiquées dans le tableau 22.
1. Le cortex

Au printemps, le calcium semble absent des parois des cellules corticales, des cellules
endodermiques et des jonctions cellulaires. Toutefois, une 1égeére accumulation a été observée
dans la paroi des hyphes intracellulaires. De plus, il est présent dans les composés
polyphénoliques stockés dans les cellules corticales et les cellules de I’endoderme. L’azote est
également détecté¢ dans ces polyphénols. Sa présence a aussi été révélée, en plus faible
proportion, dans les parois des cellules corticales et endodermiques, dans celles des hyphes
intracellulaires ainsi que dans les jonctions cellulaires. La présence de silicium a été
principalement révélée au niveau de la paroi interne des cellules endodermiques ou il est sous
forme d’une bande dense de silice. Cependant, des traces ont également été détectées dans la
paroi des cellules corticales, des hyphes intracellulaires et dans les jonctions cellulaires. La
présence d’aluminium n’a pas été révélée dans les structures du cortex de ces racines prélevées
au printemps.

A Pautomne, le calcium est fortement accumulé dans les parois des cellules corticales,
dans les jonctions cellulaires et dans les pardis des hyphes intracellulaires. La paroi sombre de
ces hyphes permet de supposer qu’il s’agit d’un Ascomycéte. Les polyphénols présents dans le
cortex en contiennent peu. Des granules de polyphosphates ont été observés et concentrent le
calcium. En revanche, 1’azote est peu accumulé dans ces structures exception faite de la paroi des
hyphes intracellulaires qui en renferme plus avec des traces de silicium. Au niveau de
I’endoderme, le calcium et I’azote sont intensément stockés dans les composés polyphénoliques,
alors qu’ils sont absents des parois cellulaires. Une bande de silice similaire a celle observée au

printemps et en éte, est présente.
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En hiver, les parois végétales et les jonctions cellulaires accumulent le calcium et I’azote.
Les polyphénols en fixent également. Les parois des hyphes intracellulaires qui ont envahi le
cortex stockent peu le calcium et I’azote. Toutefois, les globules vacuolaires fongiques
accumulent ces deux éléments. Les différentes structures extracellulaires et intracellulaires
formant le cortex, semblent dépourvues de toute trace de silicium. Les éléments recherchés ne
sont pas détectés au niveau de [’endoderme (parois .cellulaires, polyphénols vacuolaires),
exception faite d’une bande de silice observée contre la paroi interne des cellules

endodermiques.
2. Le cylindre central

Au printemps, les parois des cellules du suber renferment des traces de silicium mais pas
de calcium ni d’azote. De plus, le liseré pariétal interne de ces cellules est souligné par une bande
dense de silice. Le calcium et ’azote ont été détectés dans les parois des cellules du phellogéne,
du parenchyme, dans les jonctions cellulaires et, en plus faible proportion, dans le liseré pariétal
qui borde la cavité des vaisseaux xylémiens. Le silicium semble absent du reste du cylindre
central. Les polyphénols contenus dans les cellules parenchymateuses accumulent peu le calcium
et I’azote.

A Pautomne, les parois des cellules du suber renferment des traces de silicium. Toutefois,
le liseré pariétal interne est souligné par une bande de silice. Les polyphénols contenus dans ces
cellules, accumulent fortement le calcium et I’azote ainsi que des traces de silicium. Ces trois
¢léments sont peu présents dans les parois des cellules du phellogéne et semblent absents de
celles des cellules du parenchyme. En revanche, les polyphénols de ces cellules stockent le
calcium, I’azote et des traces de silicium. Les jonctions cellulaires contiennent de faibles
proportions des éléments recherchés. Il en est de méme des vaisseaux xylémiens.

En hiver, au niveau du suber, le calcium et I’azote présentent une localisation peu marquée
dans les parois des cellules et les polyphénols vacuolaires qu’elles renferment. Ces cellules
présentent la particularité de posséder une bande de silice située contre leur paroi interne,
comparable a celle observée dans I’endoderme. Dans le cylindre central, les parois des cellules
du phellogéne ne renferment que des traces de calcium et d’azote. En revanche, une
accumulation plus importante de ces deux éléments a été observée dans les parois des cellules du
parenchyme, dans les jonctions cellulaires ainsi qu’au niveau des vaisseaux xylémiens (liseré
dense bordant la cavité des vaisseaux). Les composés polyphénoliques contenus dans les cellules
parenchymateuses accumulent fortement 1’azote mais pas le calcium. Les différentes structures

du cylindre central semblent dépourvues de silicium et d’aluminium.
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Chapitre I11.2 : SUR LE SOL PODZOLIQUE
I. LES MYCORHIZES DE CENOCOCCUM GEOPHILUM

A. ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOLOGIQUE

En hiver comme au printemps -et a I’automne, les mycorhizes a Cenococcum geophilum se
sont révélées peu abondantes et elles ne constituent pas le type dominant. Leur morphologie est
similaire a celle observée en juillet : ce sont des mycorhizes de petite taille (2 mm en moyenne),
peu ou pas ramifiées, de couleur.noir charbon avec un mycélium extramatriciel qui est
néanmoins plus abondant qu’au niveau des mycorhizes récoltées dans la rendzine.

Le manteau fongique est recouvert d’un mucilage sombre. Toutefois, si un réseau de
Hartig unisérié et continu est présent dans les échantillons récoltés en hiver (Planche XXX, Fig.
1), des hyphes intracellulaires sont observées dans les cellules corticales localisées sous le
manteau dans les mycorhizes prélevées au printemps (Planche XXX, Fig. 2) et a ’automne
(Planche XXX, Fig. 3).

En hiver, le cortex et le cylindre central de certains échantillons peuvent renfermer des

hyphes intracellulaires.
B. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

Au printemps, si I’ultrastructure du manteau fongique ne varie pas (Planche XXX, Fig. 4),
le réseau de Hartig n’est pas visible. Des hyphes intracellulaires sont observées dans les cellules
corticales situées sous le manteau. A cette €époque de ’année, que ce soit dans les hyphes
constituant le manteau (Planche XXX, Fig. 4) ou les hyphes intracellulaires (Planche XXX, Fig.
5), les globules vacuolaires ont été observés mais les granules sont absents.

A Tautomne, des hyphes intracellulaires sont également observées dans les cellules
corticales au contact du manteau fongique. De plus, si les globules vacuolaires sont observés
dans les hyphes intracellulaires et dans celles du manteau, les granules de polyphosphates
vacuolaires sont présents uniquement dans les hyphes intracellulaires (Planche XXX, Fig. 6).

En hiver, le manteau est Vivaﬁt (Planche XXX, Fig. 7) et des globules sont observés dans
les vacuoles des hyphes (Planche XXX, Fig. 7a). Les hyphes composant le réseau de Hartig sont
de petite taille et peu vacuolisées (Planche XXX, Fig. 8) et présentent des globules volumineux
(Planche XXX, Fig. 9) ainsi que des petits granules sphériques sombres. Ces derniers n’ayant pas

été observés dans les mycorhizes récoltées au mois de juillet dans ces structures. Dans le cortex,
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SOL PODZOLIQUE

CONSTITUANTS PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines
Surface Mucilage + ++ ++ + ++ +
Manteau externe Parois fongiques ++ + ++ - ++ +(+)
Ciment - ++ ++ +-+ ++ +
Manteau interne Parois fongiques (+) + +(+) - +++ ++
Ciment ++ ++ ++ ++ +++ +++
Glycogéne +++ - +4++ - 4+ -
Réseau de Hartig Parois fongiques + ++ +(+) - + +
ou Parois des cellules corticales + ++ + - + +
Hyphes intracellulaires Ciment / / / / ) ++
Glycogéne +++ - +++ - +++ -
Cortex Parois des cellules corticales (+) +(4) +) - ) +++
Jonctions cellulaires ) +(+) (+) - (+) +++
Parois des cellules endodermiques - + - - - -
Cylindre central Parois des cellules du péricycle + + - - - -
Parois des cellules du parenchyme ++ ++ + + + +
Jonctions cellulaires - ++ + ++ + +
Parois lignifiées des vaisseaux - ++ - + - -
Liseré interne des parois du xyléme ++ +++ +(+) ++ + +4

Tableau 23 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures présentes dans

sylvatica | Cenococcum geophilum prélevées dans le sol podzolique au cours des saisons.

les mycorizes de Fagus
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en hiver, les parois des cellules corticales produisent des composés polyphénoliques (Planche
XXX, Fig. 10) et le cylindre central (Planche XXX, Fig. 11) ne renferme généralement pas
d’hyphes.

C. ETUDE CYTOCHIMIQUE

Le tableau 23 rassemble les différents résultats lesquels sont également illustrés dans les

planches XXXI et XXXII.
1. Le test PATAg

Globalement, les structures du manteau fongique des mycorhizes a Cenococcum
geophilum réagissent positivement et de maniére similaire au test PATAg, au printemps, a
I’automne et en hiver (Planche XXXI, Fig. 1, 2 et 3). Toutefois, quelques différences sont a
noter. Le mucilage de surface est plus réactif a I’automne et en hiver qu’au printemps. De plus,
le ciment interhyphal du manteau externe qui réagit fortement & ’automne et en hiver, ne
présente plus aucun marquage au printemps. Dans le manteau interne, le marquage des parois
fongiques est faible au printemps (Planche XXXI, Fig. 1), il s’intensifie & I’automne (Planche
XXXI, Fig. 2) et en hiver (Planche XXXI, Fig. 3). Le glycogéne cytoplasmique présent dans les
hyphes montre un intense marquage. En hiver, les rosettes de glycogéne sont trés abondantes
alors qu’au printemps leur nombre est tres réduit. Le ciment du manteau interne est fortement
marqué tout au long de I’année. Toutefois, le marquage est plus intense en hiver.

Au printemps (Planche XXXI, Fig. 4) et a I’automne (Planche XXXI, Fig. 5), le réseau de
Hartig n’est pas visible, mais des hyphes intracellulaires sont observées. A ces deux époques de
I’année, les parois des cellules des deux partenaires réagissent positivement au test PATAg.
Toutefois, les parois fongiques sont plus réactives a ’automne qu’au printemps. En hiver
(Planche XXXI, Fig. 6), le champignon forme un réseau de Hartig unisérié. Les parois fongiques
ne sont pas marquées alors que le ciment interfacial ’est faiblement. En revanche, les parois des
cellules corticales sont plus marquées.

Dans le cortex, les jonctions cellulaires sont faiblement marquées au printemps (Planche
XXXI, Fig. 7), a I’automne (Planche XXXI, Fig. 8) et en hiver (Planche XXXI, Fig. 9). Il en est
de méme des parois des cellules corticales. En revanche, les parois des cellules endodermiques
ne réagissent pas a ce test, aux trois périodes étudiées.

Dans le cylindre central, les parois des cellules du péricycle montrent une faible réponse au

test PATAg au printemps, et ne sont pas marquées le reste de I’année. Au niveau des parois des
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cellules du parenchyme, ’intensité du marquage varie. En effet, le fort marquage obtenu au
printemps, s’atténue a 1’automne (Planche XXXI, Fig. 10) et en hiver (Planche XXXI, Fig. 11).
Les jonctions cellulaires réagissent faiblement a I’automne et en hiver. Quant aux vaisseaux,
aucun marquage n’est observé au niveau de leur paroi épaissie quelle que soit la période
considérée. En revanche, le liseré pariétal bordant leur cavité montre en général une plus forte

réactivité.
2. Le marquage de Gomori-Swift

Le marquage des structures fongiques du manteau varie en fonction de la saison
considérée. Au printemps, une réaction forte est observée au niveau du mucilage et des ciments
du manteau alors que les parois fongiques ne réagissent que faiblement (Planche XXXII, Fig. 1).
A T'automne (Planche XXXII, Fig. 2), les ciments sont également trés fortement réactifs alors
que les parois des hyphes ne le sont pas et que le cytoplasme fongique est marqué. En hiver
(Planche XXXII, Fig. 3), un marquage est observé au niveau des parois fongiques. Le ciment est
touj ours trés réactif dans la zone interne du manteau.

Concernant les hyphes intracellulaires, les parois sont trés réactives au printemps (Planche
XXX]II, Fig. 4). Par contre, aucun marquage n’est observé a I’automne (Planche XXXII, Fig. 5)
et une réaction positive réapparait en hiver au niveau des parois des hyphes du réseau de Hartig
(Planche XXXII, Fig. 6). Les parois des cellules corticales sont réactives au printemps et en
hiver mais pas a I’automne. En hiver, le ciment reliant les deux partenaires est fortement marqué.

Dans le cortex profond, les parois des cellules corticales et les jonctions cellulaires
réagissent assez fortement au printemps (Planche XXXII, Fig. 7). En revanche, aucun marquage
de la lamelle moyenne et des jonctions cellulaires n’est observé a ’automne (Planche XXXII,
Fig. 8). En hiver (Planche XXXII, Fig. 9), la réaction est trés intense. Au niveau de I’endoderme,
généralement non réactif, un faible marquage printanier apparait dans les parois épaisses des
cellules.

Dans le cylindre central, les parois des cellules du f)éricycle sont faiblement marquées au
printemps et ne sont pas réactives le reste de I’année. Dans les parois cellulaires du parenchyme,
dans les jonctions cellulaires, les vaisseaux (paroi épaisse et liseré pariétal interne), le marquage
est intense au printemps (Planche XXXII, Fig. 10). A I’automne et en hiver (Planche XXXII,

Fig. 11), la réactivité de ces structures s’atténue.

109



SOL PODZOLIQUE
PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium
Surface de la mycorhize |Mucilage traces | fraces | traces ++ ++(+) | traces + + traces
Manteau externe Parois fongiques - traces - traces traces traces - (&») traces
Ciment - + traces - - traces - + -
Manteau interne Parois fongiques - - traces * - traces - traces + traces
Ciment +(+) +(+) | traces * | traces ) traces - + -
Plages de polyphénols striées +++ +++ traces +) + - + + -
Plages de polyphénols non striées ++ ++ - + + - + () -
Globules vacuolaires - +++ | traces * + +(+) traces ) + -
Granules de polyphosphates no no no no no no ERma - -
Réseau de Hartig Parois fongiques - ) traces traces ) traces - (G3)] traces
ou Parois des cellules corticales - + traces * +() +(+) traces - - traces
Hyphes intracellulaires Ciment / / / / / / + +(+) traces
Polyphénols striés vacuolaires +++ +++ - ++ +(+) traces ++ ++ -
Polyphénols non striés vacuolaires +(+) +(+) fraces - + - +(+) +(+) traces
Globules vacuolaires + ++ traces - (63 - - +(+) traces
Granules de polyphosphates no no 1no +(+) ** - - A - -
Cortex Parois des cellules corticales + +(+) - - + traces - - traces
Jonctions cellulaires 4+ +++ traces - + traces + +(+) traces
Parois des cellules endodermiques + +(+) traces - ® traces - ) traces
Polyphénols de 'endoderme +++ +++ | traces * ++) ++H) traces + + traces
Cylindre central Parois des cellules du péricycle + + - - + traces - + traces
Polyphénols du péricycle no no no + +(+) traces ++ ++ traces
Parois des cellules du parenchyme ++ ++ traces - +(+) traces - + traces
Polyphénols du parenchyme +++ +++ traces ) +(+) traces +++ ++++ | traces
Jonctions cellulaires +++ +++ traces + +(+) traces - + traces
Parois lignifiées des vaisseaux + + - - + traces - - traces
Liseré interne des parois du xyléme +) +(+) | traces * - ++ traces - )] traces
Tableau 24 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica /
Cenococcum geophilum prélevées dans le sol podzolique au cours des saisons. * : associé a des traces d'aluminium ; ** : associé au

phosphore.
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D. ETUDE ANALYTIQUE

Les différentes analyses sont rassemblées dans le tableau 24.
1. La surface des mycorhizes

Quelle que soit la période étudiée, le calcium, I’azote et le silicium sont présents dans le
mucilage recouvrant la surface des mycorhizes. Toutefois, I’accumulation de ces éléments est

beaucoup plus importante a I’automne.
2. Le manteau

Au printemps, dans les parois fongiques et le ciment du manteau externe, seul 1’azote a
été détecté. Le silicium est détecté dans le ciment interhyphal au printemps. Dans la zone interne
du manteau, le calcium et I’azote semblent absents des parois fongiques. Par contre, ils sont
accumulés dans le ciment interhyphal. De méme, dans ces structures, des traces de silicium et
d’aluminium ont été détectées. Les plages de composés polyphénoliques striées accumulent
fortement le calcium et ’azote ainsi que des traces de silicium. Les plages de polyphénols non
striées renferment moins de calcium et d’azote et pas de silicium. L’azote se concentre
¢galement dans les globules vacuolaires fongiques, en association avec des traces de silicium et
d’aluminium.

A Pautomne, les éléments recherchés sont présents a I’état de traces dans les parois des
hyphes externes. En revanche, seul le silicium a été détecté dans le ciment interhyphal. Dans la
zone mterne du manteau, le calcium est faiblement accumulé exception faite des parois
fongiques ot il est absent et des plages polyphénoliques striées ol I’accumulation de calcium est
plus intense. L’azote est présent dans ces différentes étructures ainsi que dans les globules
vacuolaires en association avec du silicium et du calcium. Le ciment interthyphal accumule
¢galement du silicium.

Dans le manteau interne des mycorhizes prélevées en hiver, le calcium est principalement
stocké dans les granules de polyphosphates vacuolaires. Une faible accumulation de calcium a
également ét€ observée dans les plages de polyphénols striées ou non et dans les parois
fongiques. Cet élément peut aussi étre associé en faible proportion a I’azote dans les globules
vacuolaires. L’azote présente une répartition plus large. Une faible accumulation a été observée
dans les parois fongiques, le ciment interhyphal et les plages de polyphénols striées ou non. Le

silicium semble absent de I’ensemble du manteau interne, exception faite des parois fongiques.
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3. Le réseau de Hartig et les hyphes intracellulaires

Au printemps, 1’azote et le silicium sont présents en faible proportion dans les parois des
cellules des deux partenaires. Le calcium est absent de ces parois. De [’aluminium a été détecté
uniquement dans les parois des cellules corticales. C¢ sont majoritairement les composés
polyphénoliques vacuolaires striés contenus dans les cellules corticales qui accumulent le
calcium et I’azote. Les polyphénols non striés parfois observés dans ces cellules renferment
également du calcium et de I’azote (mais dans une proportion moins importante) ainsi que des
traces de silicium. Les globules fongiques vacuolaires contiennent de 1’azote en assez grande
proportion ainsi que du calcium et des traces de silicium.

A Pautomne, le calcium et 1’azote sont peu accumulés dans les structures fongiques du
réseau de Hartig. En effet, les parois des hyphes contiennent un peu d’azote et des traces de
calcium et de silicium. Les globules vacuolaires fongiques renferment de 1’azote et les granules
de polyphosphates concentrent le calcium. En revanche, les parois des cellules corticales
voisines du réseau de Hartig ainsi que les polyphénols qu’elles contiennent stockent le calcium et
I’azote en assez grande proportion avec des traces de silicium.

En hiver, le calcium, 1’azote et le silicium sont présents dans le ciment situé¢ entre les
cellules des deux partenaires. Alors que les parois végétales sont dépourvues de calcium et
d’azote mais renferment des traces de silicium, les parois fongiques contiennent une faible
proportion d’azote et de silicium. Dans les cellules végétales voisines du réseau de Hartig, le
calcium et I’azote sont accumulés en grande proportion dans les composés polyphénoliques
vacuolaires striés ou non. Des traces de silicium ont ¢té détectées dans les polyphénols
vacuolaires non striés contenus dans ces cellules. Les globules vacuolaires fongiques renferment
des traces de silicium associées a de 1’azote. Les granules de polyphosphates vacuolaires

stockent la majeur partie du calcium mais pas d’azote ni de silicium.
4. Le cortex profond

Au printemps, les différentes structures du cortex sont riches en calcium et en azote. En
effet, les jonctions cellulaires localisées entre les cellules corticales stockent trés fortement ces
deux éléments. Toutefois, les parois des cellules du cortex en contiennent également mais en
plus faible proportion. Du silicium a été détecté dans les jonctions cellulaires. Au niveau de
I’endoderme, les parois épaissies des cellules renferment de 1’azote ainsi que du calcium et du
silicium. Cependant, ce sont les composés polyphénoliques des cellules endodermiques, qui
accumulent fortement le calcium et I’azote. Dans ces polyphénols, des traces de silicium et

d’aluminium ont également été détectées.
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A Pautomne, les différentes structures du cortex (parois des cellules corticales et
endodermiques, jonctions cellulaires) renferment une faible proportion d’azote et des traces de
silicium mais pas de calcium. Seuls les polyphénols vacuolaires présents dans les cellules
endodermiques accumulent plus fortement le calcium et 1’azote.

Globalement, en hiver, le cortex est pauvre en éléments. En effet, les parois des cellules
végétales ne renferment que des traces de silicium et les jonctions cellulaires n’accumulent que
faiblement le calcium et des traces de silicium, mais stockent un peu plus I’azote. Le calcium,
’azote et le silicium ont été détectés dans les composés polyphénoliques vacuolaires contenus
dans les cellules endodermiques. Par contre, les parois épaisses de ces cellules ne contiennent

que de faibles proportions d’azote et de silicium.
5. Le cylindre central

Au printemps, globalement, les différentes structures du cylindre central accumulent
fortement le calcium et 1’azote. En effet, si les parois des cellules du péricycle renferment une
faible proportion de calcium et d’azote, ces deux éléments sont détectés en forte proportion dans
les jonctions cellulaires ainsi que dans les parois des cellules du parenchyme. Les polyphénols
contenus dans les vacuoles des cellules parenchymateuses accumulent également trés fortement
le calcium et 1’azote. Les parois épaissies des vaisseaux renferment peu de calcium et d’azote.
Cependant, ces deux éléments sont présents en assez grande proportion dans le liseré pariétal
bordant la cavité des vaisseaux. Le silicium a été détecté, a 1’état de traces, dans les différentes
structures €noncées exception faite des parois des cellules du péricycle et des vaisseaux. Il est
parfois associé a de I’aluminium comme c’est le cas dans le liseré pariétal qui borde la cavité des
vaisseaux. |

A Pautomne, le calcium est faiblement stocké dans les jonctions cellulaires et dans les
polyphénols vacuolaires contenus dans les cellules du péricycle et du parenchyme médullaire. Il
n’est pas accumulé dans le reste du cylindre central. En revanche, I’azote est présent en
proportion relativement forte dans 1’ensemble du cylindre central. Toutefois, cette accumulation
est plus faible dans la paroi des cellules du péricycle et des vaisseaux xylémiens. Le silicium est
détecté a 1’état de traces dans I’ensemble du cylindre central.

En hiver, dans le péricycle, les polyphénols vacuolaires accumulent en grande proportion
le calcium et I’azote. Le silicium n’y est présent qu’a [’état de traces. En revanche, les parois de
ces cellules stockent faiblement 1’azote et le silicium. Le calcium semble absent du reste du
cylindre central (paroi des cellules du parenchyme, jonctions cellulaires et vaisseaux xylémiens)

excepté dans les polyphénols des cellules parenchymateuses ou il est trés fortement accumulé
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avec de I’azote. En revanche, la présence peu marquée de I’azote a été observée dans le liseré
interne des parois des vaisseaux ainsi que dans les jonctions cellulaires et les parois des cellules
du péricycle et du parenchyme. La distribution du silicium se situe dans les parois des cellules du
parenchyme et dans les polyphénols vacuolaires qu’elles contiennent, dans les jonctions et dans

la paroi des vaisseaux xylémiens en y incluant le liseré sombre bordant leur cavité.

II. LES MYCORHIZES DE LACTARIUS SUBDULCIS

A. ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOLOGIQUE

Les mycorhizes a Lactarius subdulcis constituent le type mycorhizien dominant dans le sol
podzolique tout au long de I’année.

Leur morphologie ne varie pas par rapport a celle observée pendant 1’été et répond aux
critéres énoncés dans le chapitre II. Elles sont de couleur jaune clair quand elles sont jeunes et
plus orangées lorsqu’elles sont matures. Ce sont des mycorhizes qui sont toujours trés ramifiées
et dont la taille peut étre supérieure au cm.

A chaque prélévement, elles montrent un manteau fongique épais et un réseau de Hartig
continu et unisérié. Cependant, en hiver, contrairement a ce qui a été observé en été, du

mycélium est parfois visible dans les cellules parenchymateuses du cylindre central.

B. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

Globalement pendant les périodes printani¢re, automnale et hivernale, 1’organisation des
mycorhizes & Lactarius subdulcis varie peu avec celle décrite au mois de juillet (Planche
XXXI1I, Fig. 1). Des dépdts pouvant étre cristallins sur la surface de ces organes sont observés
(Planche XXXIII, Fig. 2). De plus, alors que des granules de polyphosphates (Planche XXXIII,
Fig.3) et des globules riches en azote (Planche XXXIII, Fig. 4) sont observés dans les vacuoles
des hyphes du manteau au printemps comme en ¢€té, la disparition des granules de
polyphosphates a pu étre constatée en hiver et a I’automne. Dans le réseau de Hartig, les granules
de polyphosphates (Planche XXXIII, Fig. 5) et les globules fongiques vacuolaires (Planche
XXXIII, Fig. 6) sont présents en hiver. Au printemps et a ’automne, les granules de

polyphosphates et les globules riches en azote semblent absents de ces hyphes.
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CONSTITUANTS PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines
Manteau externe  |Parois fongiques ++ + + - + -
Ciment ++ - + - + 4
Manteau interne  |Parois fongiques ++ ++ + - + -
Ciment ++ - ++ - - T+
Glycogéne +++ - +4+ - +++ -
Réseau de Hartig |Parois fongiques ++ + ++ - ++ Tt
Parois des cellules corticales + + ++ +++ - +++
Ciment ++ + ++) 4+ - -
Glycogéne +++ - +4++ - R -
Cortex Parois des cellules corticales + ) +(+) ++ +(+) ++
Jonctions cellulaires + ++ +(+) +++ + +++
Parois des cellules endodermiques - ) - - - T
Cylindre central Parois des cellules du péricycle ++ + + ? + +
Parois des cellules du parenchyme +(+) ++ +(+) +++ + -+
Jonctions cellulaires +(+) ++ +(+) +++ + 4+
Parois lignifiées des vaisseaux + + + ++ + ++
Liseré interne des parois du xyleme ++ ++ ++ +++ + +++

Tableau 25 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures présentes dans les mycorhizes de
Fagus sylvatica | Lactarius subdulcis prélevées dans le sol podzolique au cours des saisons.
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C. ETUDE CYTOCHIMIQUE

Le tableau 25 et les planches XXXIV et XXXV regroupent les résultats.

1. Le test PATAg

Les différentes structures fongiques et racinaires du manteau fongique (Planche XXXIV,
Fig. 1, 2 et 3) et du réseau de Hartig (Planche XXXIV, Fig. 4, 5 et 6) réagissent positivement au
test PATAg, aux trois périodes étudiées mais avec des intensités différentes. Toutefois, le
marquage est globalement faible en hiver (Planche XXXIV, Fig. 3 et 6) alors qu’un marquage
plus intense est observé & I’automne et au printemps (Planche XXXIV, Fig. 1 et 4). Le glycogéne
cytoplasmique fongique est fortement marqué.

Dans le cortex, les parois des cellules et les jonctions cellulaires réagissent faiblement au
test PATAg au printemps. Le marquage s’intensifie & I’automne (Planche XXXIV, Fig. 8) et en
hiver (Planche XXXIV, Fig. 9). En revanche, les parois des cellules endodermiques ne sont pas
marquées aux trois époques (Planche XXXIV, Fig. 7).

Dans le cylindre central, la paroi épaissie des vaisseaux xylémiens est généralement peu
marquée tout au long de ’année (Planche XXXIV, Fig. 10 et 11). Les parois des cellules du
péricycle et du parenchyme ainsi que les jonctions cellulaires sont réactives au printemps et le

sont moins a I’automne et en hiver.
2. Le marquage de Gomori-Swift

Au printemps, seules les parois des hyphes du manteau réagissent au réactif de Swift. Elles
ne montrent en revanche aucun marquage a I’automne (Planche XXXV, Fig. 1 et 2) et en hiver
(Planche XXXV, Fig. 3 et 4) alors que le ciment interhyphal est fortement marqué en hiver mais
pas a ’automne ni au printemps. Le glycogene cytoplasmique fongique répond généralement
négativement au réactif de Swift. Il apparait au niveau de petites vésicules blanches.

Au niveau du réseau de Hartig, les hyphes, les cellules corticales voisines et le ciment
réagissent faiblement au printemps. En revanche, a [’automne (Planche XXXV, Fig. 5), le ciment
et les parois des cellules corticales sont fortement marquées, alors que les parois des hyphes ne le
sont pas. En hiver, les parois hyphales deviennent trés réactives alors que le ciment ne 1’est plus
(Planche XXXV, Fig. 6).

Dans le cortex profond (Planche XXXV, Fig. 7 et 8), les jonctions cellulaires sont
fortement marquées tout au long de ’année. De plus, un marquage intense est observé a

I’'automne (Planche XXXV, Fig. 7) et en hiver (Planche XXXV, Fig. 8) dans les parois des
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SOL PODZOLIQUE
PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium
Surface fraces traces traces +(+) ++ - - + traces
Manteau externe Parois fongiques +(+) + traces &) + - &) traces traces
Ciment +(+) + traces +(+) ++ traces traces traces traces
Manteau interne Parois fongiques &) + traces traces (G - +(+) +(+) traces
Ciment ++ ++ traces - ++ traces ++ ++ traces
Plages de polyphénols striées +4++ +++ - +(#) +H) traces +(+) + traces
Plages de polyphénols non striées no no no no no no +++ +++ traces
Globules vacuolaires + ++ - - +(+) - + ++ traces
Granules de polyphosphates + - - no no no no no no
Réseau de Hartig Parois fongiques ) &) traces | traces + - +) (+) traces
Parois des cellules corticales G5 ) traces traces + - traces traces traces
Ciment ) +) traces + +(+) - +++ +4++ traces
Polyphénols vacuolaires +++ +++ - + +(+) - ++ ++ -
Globules vacuolaires no no no no no no - ++ -
Granules de polyphosphates no no no no no no Aok - -
Cortex Parois des cellules corticales +(+) ++) traces ) + traces + + traces
Jonctions cellulaires +++ +++ traces - ++ traces (G2 ++ -
Parois des cellules endodermiques ++ ++ traces - +(+) - - + traces
Polyphénols de I'endoderme ot i traces / / / ++ +(+) | traces*
Cylindre central Parois des cellules du péricycle + + - - +(+) traces - traces traces
Polyphénols du péricycle +++ +++ - ++ ++ - no no no
Parois des cellules du parenchyme +(+) +(+) traces +(+) +(+) traces &) &) traces
Polyphénols du parenchyme +++(+) [ +HH(+) | traces ++ ++(+) - +(+) +(+) traces
Jonctions cellulaires ++ ++(+) | traces +(+) ++ - ) + traces
Parois lignifiées des vaisseaux - &) traces - +(+) - - - traces
Liser¢ interne des parois du xyléme - +  jtraces ¥ + + traces - ) traces

Tableau 26 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures présentes dans les mycorhizes de Fagus sylvatica
|/ Lactarius subdulcis prélevées dans le sol podzolique au cours des saisons. * : associé a des traces d'aluminium ; ** . associé au
phosphore.
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cellules corticales. Les parois des cellul¢s endodermiques sont peu réactives au printemps et en
hiver mais ne le sont pas a I’automne.

Les différentes structures (parois cellulaires, jonctions cellulaires) du cylindre central
réagissent fortement au réactif de Swift au printemps, a I’automne (Planche XXXV, Fig. 9) et en

hiver (Planche XXXV, Fig. 10).
D. ETUDE ANALYTIQUE

Le tableau 26 regroupe les analyses effectuées.
1. La surface des mycorhizes

Si en hiver, seuls 1’azote et le silicium sont détectés dans la couche pariétale la plus
externe, au printemps ces deux ¢€léments ainsi que le calcium sont présents a 1’état de traces. En
revanche, a ’automne, le calcium et I’azote sont fortement accumulés dans ces structures de

surface alors que la présence de silicium n’a pas été révélée.
2. Le manteau

Au printemps, ’azote et surtout le calcium sont accumulés dans les parois des hyphes du
manteau externe ainsi que dans le ciment. Ces structures renferment également des traces de
silicium. Dans le manteau interne, si le silicium est détecté également a I’état de traces dans les
parois fongiques, le calcium et ’azote sont présents en plus forte proportion. En revanche, le
ciment interhyphal et les plages de composés polyphénoliques striées accumulent fortement ces
deux éléments. Les globules vacuolaires observés dans les hyphes stockent le calcium et [’azote.
Les granules de polyphosphates renferment du calcium. Le silicium n’a pas été détecté dans ces
deux types de corpuscules.

A Dautomne, le calcium et 1’azote sont particulierement détectés dans le ciment du
manteau externe, en association avec des traces de silicium. Les parois fongiques sont moins
riches en calcium et en azote et ne renferment pas de silicium. Le manteau interne est plus riche
en azote qu’en calcium et en silicium. Une accumulation a été observée dans les parois
fongiques, dans le ciment interhyphal et dans les plages de composés polyphénoliques striées. En
revanche, le calcium n’est détecté¢ que dans les polyphénols avec du silicium et dans les parois
fongiques. Le silicium est également détecté dans le ciment. Des globules vacuolaires fongiques

riches en azote ont été observés mais ils ne contiennent pas de silicium ni de calcium.
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En hiver, le calcium, ’azote et le silicium sont détectés a 1’état de traces dans les parois
fongiques et le ciment du manteau externe. La présence de calcium et d’azote est bien marquée
dans I’ensemble du manteau interne. Ces éléments présentent une accumulation accrue dans les
composes polyphénoliques non striés et le ciment interhyphal. Les parois en contiennent
également. Les hyphes renferment le calcium et I’azote dans les globules intravacuolaires. En
revanche, le silicium n’est présent qu’a I’état de traces dans les parois fongiques, le ciment, les

plages de composés polyphénoliques striées ou non et dans les globules vacuolaires.

3. Le réseau de Hartig

Au printemps, le calcium, 1’azote et le silicium sont faiblement présents dans les parois des
cellules des deux partenaires. Le ciment interfacial en renferme peu également. En revanche, les
composés polyphénoliques vacuolaires contenus dans les cellules corticales voisines du réseau
de Hartig accumulent fortement le calcium et I’azote. Les globules azotés et les granules de
polyphosphates vacuolaires fongiques n’ont pas été observés.

A Pautomne, les différentes structures de la zone d’échange sont globalement pauvres en
calcium, azote et silicium. En effet, les parois des deux partenaires renferment de I’azote en
faible proportion ainsi que des traces de calcium mais pas de silicium. Le ciment du réseau de
Hartig et les polyphénols vacuolaires des cellules corticales voisines accumulent plus le calcium
et ’azote mais ne contiennent pas de silicium. Les granules et les globules vacuolaires fongiques
n’ont pas été observés.

Pendant la période hivernale, le calcium, I’azote et le silicium sont faiblement détectés
dans les parois des cellules des deux partenaires. En revanche, le ciment accumule fortement le
calcium et l’azote alors que seules des traces de silicium ont été¢ observées. Les globules
vacuolaires fongiques sont riches en azote mais ne renferment ni calcium ni silicium. Le calcium
est également associé aux granules de polyphosphates. Dans les cellules corticales voisines du
réseau de Hartig, le calcium et I’azote sont concentrés dans les polyphénols vacuolaires. Le

silicium n’y a pas été détecté.
4. Le cortex profond

Au printemps, les structures du cortex (parois des cellules corticales et endodermiques,
jonctions cellulaires, composés polyphénoliques contenus dans les cellules endodermiques) sont
trés riches en calcium et en azote. Des traces de silicium ont également été détectées dans ces

différentes structures.
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A Pautomne, le calcium est faiblement présent dans les parois des cellules corticales
uniquement. En revanche, 1’azote est abondamment stocké dans les jonctions cellulaires ou il est
associé a du silicium ainsi que dans les parois des cellules endodermiques. Cet élément est
détecté en plus faible proportion dans les parois des cellules corticales avec du silicium.

En hiver, le calcium et I’azote sont présents dans les parois des cellules corticales ainsi
que dans les jonctions cellulaires et le silicium n’est détecté qu’a I’état de traces dans les parois
des cellules corticales. Alors que les parois des cellules endodermiques contiennent de faibles
proportions d’azote et de silicium, les composés polyphénoliques vacuolaires de ces cellules

renferment en abondance du calcium, de ’azote ainsi que des traces de silicium et d’aluminium.
5. Le cylindre central

Le cylindre central des mycorhizes récoltées au printemps est globalement trés riche en
¢léments recherchés. Excepté: les parois des cellules du péricycle qui semblent dépourvues de
silicium et renferment une faible proportion de calcium et d’azote, et les vaisseaux xylémiens, le
reste du cylindre central est trés riche en calcium et en azote. En effet, les jonctions cellulaires et
les parois des cellules parenchymateuses accumulent le calcium et ’azote et renferment
¢galement des traces de silicium. Toutefois, ce sont les composés polyphénoliques contenus dans
les vacuoles des cellules du péricycle et surtout du parenchyme qui stockent la majeur partie du
calcium et de I’azote ainsi que des traces de silicium dans le cas des polyphénols vacuolaires des
cellules endodermiques. Des traces de silicium et de phosphore ont été¢ détectés au niveau du
liseré dense bordant la cavité des vaisseaux xylémiens.

A Pautomne, le cylindre central est également riche en calcium et en azote mais moins
qu’au printemps. Les parois des cellules du péricycle accumulent I’azote et des traces de silicium
mais pas le calcium. Toutefois, les polyphénols que contiennent ces cellules renferment du
calcium et de ’azote en abondance mais pas de silicium. Les parois des cellules du parenchyme
accumulent également 1’azote et s’enrichissent en calcium. Ces deux éléments sont fortement
stockés dans les polyphénols vacuolaires présents dans les cellules du parenchyme médullaire et
dans les jonctions cellulaires. En revanche, seul I’azote est présent dans la paroi épaissie des
vaisseaux xylémiens, alors que les trois éléments recherchés sont détectés en faibles proportions
dans le liseré pariétal dense qui borde la cavité de ces vaisseaux.

En hiver, les structures du cylindre central sont relativement pauvres en éléments
recherchés. En effet, les parois des cellules du péricycle contiennent des traces d’azote et de
silicium. Le calcium, I’azote et le silicium sont faiblement présents dans les parois des cellules

du parenchyme ainsi que dans les jonctions cellulaires. Si le calcium et 1’azote sont présents en
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CONSTITUANTS PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines Polysaccharides Protéines
Cortex Parois des cellules corticales &) ++ (+) +(+) (+) ++
Parois des hyphes intracellulaires +/++ +/++ +/++ +/++ +/++ +/++
Jonctions cellulaires - ++ + + - 1+
Parois des cellules endodermiques - + - - - -
Cylindre central  |Parois des cellules du suber - + - - - -
Parois des cellules du phellogéne + + + - +(+) ++
Parois des cellules du parenchyme + ++ + ++ + -
Jonctions cellulaires + +++ +(+) ++) +(4) +)
Parois lignifiées des vaisseaux - ze : +;zid : ++; zZi - ze:-;zi:+ - -
Liser¢ interne des parois du xyleme + + ++ ++ ++ +

Tableau 27 : Organisation et nature glycoprotéique des constituants formant les structures présentes dans les racines porteuses de

mycorhizes de Fagus sylvatica récoltées dans le sol podzolique au cours des saisons. ze : zone externe ; zid : zone intermédiaire ; zi :
zone interne.
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assez grande proportion dans les vacuoles des cellules parenchymateuses, seules des traces de
silicium sont détectées a ce niveau. Le silicium est également présent dans la paroi des vaisseaux
xylémiens ainsi que dans le liseré sombre bordant leur cavité lequel contient également de

[’azote.
II1. LES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES DE FAGUS SYLVATICA
A. ETUDES MORPHOLOGIQUE ET HISTOLOGIQUE

La morphologie et I’organisation structurale des racines porteuses de mycorhizes prélevées
dans le sol podzolique, aux trois périodes étudiées, ne présentent pas de modifications

particuliéres par rapport a celles décrites en €té.
B. ETUDE ULTRASTRUCTURALE

L’ultrastructure des racines porteuses de mycorhizes provenant du sol podzolique au
printemps, & ’automne et en hiver ne varie pas par rapport a celle observée en été (Planche

XXXV, Fig. 1,2 et 3).
C. ETUDE CYTOCHIMIQUE

Les résultats sont indiqués dans le tableau 27 et dans les planches XXXVII et XXX VIIIL

1. Le test PATAg

Aux trois périodes étudiées, les parois des cellules corticales répondent faiblement au test
PATAg (Planche XXXVII, Fig. 1, 2 et 3). En revanche, les parois des hyphes intracellulaires
sont plus ou moins marquées. Si les jonctions cellulaires du cortex sont faiblement réactives a
I’automne, aucun marquage n’est observé au printemps et en hiver. Les parois des cellules
endodermiques ne sont généralement pas marquées alors que les composés polyphénoliques
qu’elles renferment réagissent positivement au printemps et en hiver avec toutefois une réponse
plus intense en hiver.

Les parois des cellules du suber ne sont pas marquées aux trois époques étudiées (Planche
XXXVII, Fig. 4, 5 et 6), alors qu’un léger marquage est observé dans les parois des cellules du

phellogéne. Ce marquage s’intensifie en hiver.
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PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium Calcium Azote Silicium
Cortex Parois des cellules corticales 63)] C) traces traces traces - traces traces -
Parois des hyphes intracellulaires - &) - - &) traces traces traces traces
Parois des hyphes intracellulaires &) &) - +(+) ++ traces traces ) traces
Globules fongiques ? ? ? - +++ traces no no no
Granules fongiques ? ? ? no no no A+ - -
Polyphénols +(+) +(+) - ++(+) +++ traces ++ ++ traces
Jonctions cellulaires traces +(+) - - - - ) ) -
Parois des cellules endodermiques - - traces * - - traces - - traces
Liseré interne pariétal / endoderme - - silice - - silice - - silice
Polyphénols de 'endoderme +H) +H) - / / / - - traces
Cylindre central Parois des cellules du suber - - traces - traces traces ) traces traces
Liseré interne pariétal / suber - - silice - - silice - - silice
Polyphénols du suber ++ ++ - ++ ++ traces
Parois des cellules du phellogene - - - + + - - - ?
Parois des cellules du parenchyme - + - - traces - G3) - -
Polyphénols du parenchyme +(+) ++(+) - F ++(+) ++(+) - +(+) +(+) -
Jonctions cellulaires - - - +(+) +(+) - + ) -
Parois lignifiées des vaisseaux - - - - - - - - -
Liseré interne des parois du xyléme - + - &) + - - &) -

Tableau 28 : Localisations du calcium, de l'azote et du silicium dans les structures présentes

dans les racines porteuses de

mycorhizes de Fagus sylvatica prélevées dans le podzolique au cours des saisons. * : associé a des traces d'aluminium ; ** : associé

au phosphore.




Chapitre III, résultats

Le parenchyme médullaire, les jonctions cellulaires du cylindre central, le liseré pariétal
bordant la cavité des vaisseaux réagissent faiblement au test PATAg au printemps (Planche
XXXVII, Fig. 7) et a ’automne (Planche XXXVII, Fig. 8). En hiver (Planche XXXVII, Fig. 9),

les jonctions cellulaires et les parois des cellules du parenchyme sont également peu marquées.

2. Le marquage de Gomori-Swift

Au printemps (Planche XXXVIII, Fig. 1), & Iautomne (Planche XXXVIII, Fig. 2) et en
hiver (Planche XXXVIIIL, Fig. 3), les structures (parois cellulaires, jonctions cellulaires) du
cortex racinaire réagissent fortement au réactif de Swift.

Les parois des cellules de I’endoderme, du suber et du phellogéne sont peu marquées au
printemps (Planche XXXVIII, Fig. 4) et ne présentent aucun marquage & I’automne (Planche
XXXVIII, Fig. 5) et en hiver (Planche XXXVIII, Fig. 6) excepté les parois des cellules du
phellogéne qui sont trés réactives en hiver. Les polyphénols accumulés dans les cellules
endodermiques réagissent positivement aux trois périodes avec un marquage particuliérement
intense en automne.

Dans le cylindre central, au printemps (Planche XXXVIII, Fig. 7), les jonctions cellulaires
sont trés réactives. Les parois des vaisseaux du xyléme se divisent en une zone externe
faiblement marquée, une zone intermédiaire qui montre un marquage plus intense et une zone
interne plus fine qui ne semble pas réagir au réactif de Swift. A I"automne (Planche XXXVIII,
Fig. 8), ’intensité du marquage des parois cellulaires du parenchyme du cylindre central est
similaire & celui observé au printemps, alors que celui des jonctions cellulaires semble plus
faible. La paroi épaissie des vaisseaux se subdivise en deux zones et non trois comme au
printemps. La zone externe n’est pas marquée et la réaction de la zone interne est faible. En hiver
(Planche XXXVIII, Fig. 9), le marquage est quasi inexistant. La paroi des vaisseaux apparait

formée d’une seule couche non réactive.
D. ETUDE ANALYTIQUE

Les analyses effectuées sont regroupées dans le tableau 28.

1. Le cortex

Au printemps, le calcium et [’azote sont faiblement présents dans les parois des cellules
corticales. Dans les jonctions cellulaires, le calcium n’est présent qu’a I’état de traces et I’azote

est plus abondamment stocké. Les parois des hyphes observées dans les cellules corticales,
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contiennent peu de calcium et d’azote. En revanche, ces deux €léments, sont présents en assez
grande proportion dans les polyphénols localisés dans le cortex. Le silicium n’a été détecté, a
I*état de traces, que dans les parois des cellules corticales. Au niveau de I’endoderme, le calcium
et ’azote ne sont pas stockés dans les parois cellulaires. Seules des traces de silicium et
d’aluminium y ont été détectées. Toutefois, le calcium et 1’azote s’accumulent dans les
polyphénols vacuolaires que les cellules endodermiques renferment, associé€s a de 1’aluminium.
Le silicium est principalement présent sous la forme d’une bande de silice localisée contre la
paroi interne des cellules endodermiques.

A Pautomne, les structures corticales sont pauvres en calcium et en azote. En effet, ces
deux éléments sont présents a 1’état de traces dans les parois cellulaires et ils sont absents des
jonctions cellulaires. Toutefois, une accumulation notable de ces éléments a été observée dans
les polyphénols corticaux. Comme dans les échantillons provenant de la rendzine, deux types
d’hyphes ont pu étre distinguées dans le cortex. Des hyphes, & paroi interne claire et & paroi
externe sombre, accumulent fortement le calcium et I’azote ainsi que des traces de silicium dans
leur paroi. D’autres hyphes, a paroi claire, ne renferment que de faibles proportions d’azote et
des traces de silicium mais pas de calcium. Dans ces deux types d’hyphes, des globules
vacuolaires riches en azote ont été observés. Dans ’endoderme, seul le silicium a été détecté a
]’état de traces dans la paroi épaisse des cellules. Toutefois, une bande de silice similaire a celle
déja remarquée au cours des autres saisons, est présente.

En hiver, de faibles proportions de calcium et d’azote sont détectées dans les parois des
cellules corticales, des hyphes intracellulaires et dans les jonctions cellulaires. Le silicium n’est
présent qu’a 1’état de traces dans les parois hyphales et dans les polyphénols corticaux. Les
hyphes intracellulaires présentes dans ce tissu, accumulent le calcium dans les granules de
polyphosphates localisés dans leurs vacuoles. Les parois des cellules endodermiques ainsi que
leur vacuole contiennent uniquement des traces de silicium. Toutefois, une bande de silice
comparable a celle observée précédemment contre la couche pariétale interne de ces cellules,

demeure présente dans ces racine porteuses.
2. Le cylindre central

Au printemps, que ce soit au niveau des parois des cellules du suber ou du phellogéne, le
calcium et ’azote semblent absents. Des traces de silicium ont été détectées dans la paroi des
cellules du suber ainsi qu’une bande de silice localisée contre la paroi interne de ces cellules. Les
parois des cellules du parenchyme renferment peu d’azote. En revanche, les polyphénols

contenus dans ces cellules accumulent fortement le calcium et 1’azote ainsi que des traces
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d’aluminium. Les jonctions cellulaires ne stockent pas les ¢éléments recherchés. La présence
d’azote est peu marquée au niveau des vaisseaux xylémiens. En effet, le calcium et le silicium
n’ont pas été¢ détectés et I’azote est peu présent dans le liseré pariétal bordant la cavité des
vaisseaux.

A Pautomne, les parois des cellules du suber ne renferment que des traces d’azote et de
silicium, alors que les polyphénols vacuolaires qu’elles renferment accumulent fortement le
calcium et I’azote mais pas le silicium. A cette époque de ’année, les parois des cellules du
phellogéne s’enrichissent faiblement en calcium et en azote. Les parois des cellules du
parenchyme en revanche, ne renferment que des traces d’azote. La plus forte accumulation de
calcium et d’azote a été observée dans les polyphénols contenus dans ces cellules ainsi que dans
les jonctions cellulaires. Les vaisseaux xylémiens contiennent du calcium et de I’azote en faibles
proportions uniquement dans le liseré pariétal dense bordant leur cavité. La présence de silicium
n’a pas €té révélée dans le cylindre central, excepté au niveau du suber (bande de silice).

Pendant la période hivernale, la paroi des cellules subéreuses renferme peu de calcium
ainsi que des traces de silicium et d’azote ; elle est marquée par une bande de silice similaire a
celle observée dans I’endoderme. Les polyphénols qu’elles renferment accumulent fortement le
calcium et I’azote et contiennent également des traces de silicium. Les cellules du parenchyme
renferment du calcium dans leur paroi et du calcium et I’azote s’accumulent dans leurs composés
polyphénoliques vacuolaires. Calcium et azote sont présents en faible proportion dans les
jonctions cellulaires ainsi que dans le liseré pariétal interne des vaisseaux. Le silicium semble

absent de I’ensembile du cylindre central.
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DISCUSSION :

Dans ce troisiéme chapitre, nous nous proposions d’étudier 1’évolution saisonniére de nos
modeles mycorhiziens et racinaires. Pour cela un prélévement aux trois autres saisons
(printemps, automne, hiver) a été effectué.

La morphologie, I’ultrastructure, la cytochimie des organes étudiés et I’accumulation des

éléments minéraux du sol dans les tissus fongiques et racinaires ont alors été analysées.

I. EVOLUTION SAISONNIERE DES MYCORHIZES SUR SOL CALCAIRE

A. EVOLUTION DES STRUCTURES

Dans la rendzine brunifée, les deux mycorhizes ont été récoltées en toute saison et a
chaque prélévement. Les mycorhizes de Lactarius subdulcis apparaissent toujours bien renflées,
de couleur jaune orangé et d’assez grande taille; celles de Cenococcum geophilum
correspondent a de petites massues noires enveloppées par des hyphes extramatricielles bien
développées & chaque saison. Tout au long de ’année, les mycorhizes de Lactarius subdulcis

sont relativement rares, alors que celles de Cenococcum geophilum dominent dans ce sol.

L’étude ultrastructurale a montré que, quelle que soit la saison, les cellules fongiques et
racinaires sont rarement dégénérescentes. En effet, les hﬁ/phes des partenaires fongiques
possedent un cytoplasme relativement dense ou certains organites tels que des mitochondries
sont observables ; de méme, les cellules corticales, toujours trés vacuolisées, ont un cytoplasme
périphérique contenant de nombreux organites. Les signes de dégénérescence n’apparaissent que
pendant [’hiver ce qui tend a rejoindre les observations de certains auteurs sur un ralentissement
hivernal de I’activité mycorhizienne. Ainsi, Blasius ef al. (1989) ont étudié¢ la dynamique
saisonni¢re de mycorhizes de Picea abies prélevées dans la Forét Noire et ont remarqué que,
pendant I’hiver, la proportion de mycorhizes en croissance était faible et que les mycorhizes
€taient soit mortes soit dormantes par arrét des activités biologiques et biochimiques (Rastin ef
al., 1990). D’autre part, la grande proportion de mycorhizes non dégénérescentes que nous avons
observé en hiver pourrait s’expliquer par la présence d’une couche de feuilles tombées a
PPautomne assurant un mulch protecteur contre les fluctuations trop brutales des températures ou
contre les températures trop basses (Sreng, 1977). La croissance des mycorhizes serait par contre

affectée lorsque les températures atteignent le point de congélation (Blasius et al., 1989).
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Figure 29 : Evolution saisonniére de I’organisation des mycorhizes de Cenococcum geophilum
et de Lactarius subdulcis récoltées dans le sol calcaire (rendzine brunifiée) et dans
le sol acide (sol podzolique). Mu : mucilage ; M : manteau ; A : Ascomycéte
associ€ au lactaire ; RH : réseau de Hartig ; T : composés polyphénoliques ; cc :
cellule corticale ; hi : hyphe intracellulaire.
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Dans la rendzine brunifiée, pendant toute 1’année, les deux mycorhizes présentent une
organisation ectomycorhizienne typique avec un manteau fongique et un réseau de Hartig
unisérié et continu (Figure 29, Tableau 29). Toutefois, a 1’.automne, une particularité apparait au
niveau du manteau des mycorhizes de Cenococcum geophilum, qui se stratifie en un manteau
externe constitué d’hyphes de grande taille et mortes et en un manteau interne vivant. Les hyphes
vivantes seraient ainsi protégées par une couche de cellules mortes. Cette différenciation du
manteau fongique en deux zones distinctes n’est pas observée pendant les autres saisons (hiver,
printemps, €té) lorsque le mucilage est épais, ce qui confirme son rdle protecteur.

Le champignon ascomycéte associ€¢ aux mycorhizes de Lactarius subdulcis est présent
toute I’année. Toutefois, sa capacité d’infection semble relativement faible dans le sol calcaire.
Dans toutes les observations, ce champignon est vivant et il se localise toujours dans le manteau

et dans le cortex.

Les techniques microanalytiques ont permis de révéler la présence spécifique d’azote dans
les globules & contours flous et de calcium dans les granules de polyphosphates des vacuoles
fongiques. Toutefois, la distribution de ces corpuscules varie en fonction du champignon et de
I’époque annuelle considérés. Dans le cas des mycorhizes de Lactarius subdulcis, ’automne se
dégage nettement des autres saisons puisque granules et globules fongiques ne sont pas observés
a la fois dans le manteau et dans le réseau de Hartig comme pendant le reste de [’année. La
fructification du champignon a cette époque de I’année pourrait nécessiter leur hydrolyse. En
revanche, la distribution des granules et des globules dans les mycorhizes de Cenococcum
geophilum ne présentent pas d’évolution particuliére. Les globules sont généralement observés
dans le manteau et/ou dans le réseau de Hartig pendant toute I’année, alors que les granules sont

absents pendant I’automne et présents uniquement dans le manteau le reste de I’année.

B. EVOLUTION DES RESERVES

L’observation des réserves de différentes natures a permis de mettre en évidence une
évolution saisonniére qui peut &tre reliée & 1’état physiologique des deux partenaires (Tableau
30). En effet, Griffiths e al. (1990) ont suggéré que 1’état physiologique notamment de 1’arbre

€tait un facteur majeur de I’activité biologique dans les communautés ectomycorhiziennes.
1. Le glycogéne

La période printaniére se caractérise par une remontée des températures permettant ainsi un

redémarrage de 1’activité des organismes du sol, qui nécessite de grandes quantités de substances
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PRINTEMPS ETE AUTOMNE HIVER
Mycorhizes de Organisation mycorhizienne Ectomycorhize Ectomycorhize Ectomycorhize Ectomycorhize
Cenococcum geophilum | Granules de polyphosphates | Manteau + + - +
Réseau de Hartig - - - -
“ Globules azotés Manteau + - + +
S Réseau de Hartig + + - +
% Mycorhizes de Organisation mycorhizienne Ectomycorhize Ectomycorhize Ectomycorhize Ectomycorhize
& |Lactarius subdulcis Granules de polyphosphates | Manteau + + + +
g Réseau de Hartig + + - +
S Globules azotés Manteau + + - +
= Réseau de Hartig + + + +
Racines porteuses de Organisation racinaire Non mycorhizienne Non mycorhizienne Non mycorhizienne Non mycorhizienne
mycorhizes Bande de silice au Bande de silice au Bande de silice au Bande de silice au
niveau de ’endoderme | niveau de I’endoderme | niveau de I’endoderme | niveau de ’endoderme
et du suber et du suber et du suber et du suber
Mycorhizes de Organisation mycorhizienne Ectendomycorhize Ectendomycorhize Ectendomycorhize Ectomycorhize
Cenococcum geophilum | Granules de polyphosphates | Manteau - - - +
Réseau de Hartig - + + +
Globules azotés Manteau + + + +
g Réseau de Hartig + + + +
%‘ Mycorhizes de Organisation mycorhizienne Ectomycorhize Ectomycorhize Ectomycorhize Ectomycorhize
t§ Lactarius subdulcis Granules de polyphosphates | Manteau + + - -
I Réseau de Hartig - - - +
§ Globules azotés Manteau + + + +
Réseau de Hartig - + - +
Racines porteuses de Organisation racinaire Non mycorhizienne Non mycorhizienne Non mycorhizienne Non mycorhizienne
mycorhizes Bande de silice au Bande de silice an Bande de silice au Bande de silice au
niveau de I’endoderme § niveau de I’endoderme § niveau de I’endoderme | niveau de ’endoderme
et du suber et du suber et du suber et du suber

Tableau 29 : Récapitulatif des variations saisonniéres de quelques structures caractéristiques des mycorhizes de Cenococcum geophilum et de
Lactarius subdulcis récoltées en sol calcaire (rendzine brunifiée) et en sol acide (sol podzolique).

Les observations ont été effectuées a partir de 10 & 20 échantillons pour chaque sol et pour chaque saison.
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carbonées. A cette époque, le glycogene fongique est relativement peu abondant et se localise
principalement dans les hyphes du manteau. Il a quasiment disparu des hyphes du réseau de
Hartig, ce qui laisse supposer son hydrolyse et son utilisation pour assurer la croissance des
partenaires. A la fin de I’été, les réserves de glycogene ont été épuisées par le développement
fongique et la croissance racinaire puis deviennent un peu plus abondantes a I’automne,
indiquant une reconstitution du stock fongique de polysaccharides. Cette époque correspondant &
la période de fructification des champignons, une partie du glycogéne fongique peut donc étre
utilisée pour [’élaboration des carpophores. Toutefois, Cenococcum geophilum est un
champignon stérile et la quasi-totalit¢ du glycogéne mis en réserve en été et en automne est
conservée pendant la période hivernale. Ceci se traduit par une plus forte accumulation de

glycogéne en hiver comparée a celle observée dans les mycorhizes de lactaire.

L’évolution de la quantité¢ de glycogéne dans les mycorhizes étudices est donc fortement

influencée par les saisons et les besoins des deux partenaires.
2. L’azote organique et minéral

Au printemps, ’azote est également fortement accumulé dans les différentes structures
mycorhiziennes comme le montrent les analyses et les tests cytochimiques. Cela sous-entend une
forte absorption a cette époque de I’année. En effet, la reprise de I’activité des micro-organismes
du sol induit une minéralisation de la matiere organique et donc la mise a disposition d’une
quantité importante d’azote assimilable. Dans le sol calcaire, les mycorhizes de Cernococcum
geophilum accumulent plus ’azote dans la partie racinaire que dans la partie fongique, indiquant
que I’azote inorganique absorbé par le champignon est en grande partie véhiculé vers la racine.
En effet, I’azote est fortement détecté dans les racines porteuses essentiellement dans les
vaisseaux du xyleme (parois et liseré pariétal interne). Nous avons également observé que, dans
les mycorhizes récoltées au printemps, les protéines riches en cystine sont abondamment
présentes dans le cylindre central. Une part de ’azote est donc utilisée pour la croissance
racinaire.

Cette situation est moins nette dans le cas des mycorhizes de Lactarius subdulcis. Cela
refléterait une différence de capacité d’absorption de la forme d’azote mise a la disposition des
deux champignons. En effet, Cenococcum geophilum est un Ascomycéte qui est susceptible
d’utiliser soit I’azote ammoniacal soit 1’azote nitrique pour sa croissance (Mikola, 1948 ; Trappe,
1962 ; Martin et Botton, 1993). La nutrition azotée de Lactarius subdulcis a été peu étudiée, mais
il semblerait que les lactaires absorbent plus aisément ’ammonium que le nitrate (Martin et

Botton, 1993). Le sol calcaire étant caractérisé notamment par une prépondérance d’azote
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Eléments PRINTEMPS AUTOMNE HIVER
Mycorhizes de Glycogéne + - ++ +++
Cenococcum geophilum [ 1= s T T Tt
Azote total +4++ ++ +++ +++
Protéines ++ + ++ -
o Silicium G ) ) ()
% Mycorbizes de . Glycogéne + - ++ ++
% Lactarius subdulcis Calotum — T+ T
2 Azote total +++ + +t+ +++
§ Protéines +(+) ++ &) +
= Sificium ) ) o) *
Racines porteuses de Calcium ++ - ++ ++
mycorhizes Azote total T+ ) ++ -
Protéines ++ CD) =+ +(+)
Silicium Bande de silice Bande de silice Bande de silice Bande de silice
Mycorhizes de Glycogéne + - ++ ++
Cenococcum geophilum Caloium v T+ & 0
Azote total +++ ++ ++ +t+
Protéines +++ +(+) +H+) ++
Silicium ) ) ) ™)
§ Mycorl‘lizes de . Glycogene + - ++ T+
§ Lactarius subdulcis Caloium . Tt ) T
§ Azote total ++ +H+) 4 ()
2 Protéines ++ ++ +++ +++
“ Silicium @ @ ® )
Racines porteuses de | Calcium (+) ) +H(+) )
mycorhizes Azote total = ) - )
Protéines ++ + +(+) +
Silicium Bande de silice Bande de silice Bande de silice Bande de silice

Tableau 30 : Récapitulatif des variations saisonniéres de quelques réserves au sein des mycorhizes de Cenococcum geophilum et de
Lactarius subdulcis récoltées en sol calcaire (rendzine brunifiée) et en sol acide (sol podzolique).
Les analyses ont été effectuées a partir d’'une moyenne de 3 a 5 échantillons pour chaque sol et pour chaque saison.
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nitrique, Cenococcum geophilum peut absorber de fortes quantités de molécules azotées alors
que P’absorption de 1’azote par Lactarius subdulcis est plus réduite. Cela pourrait expliquer
¢galement le faible nombre des mycorhizes de lactaire dans le sol calcaire.

Pendant I’été, les proportions d’azote dans les structures des mycorhizes et des racines
porteuses étudiées sont moins importantes qu’au printemps ce qui indique une utilisation de ces
composés pour le développement des deux partenaires. Dans le cas de Cenococcum geophilum, il
y aurait une forte mobilisation des protéines riches en cystine de la partie racinaire, comme le
montre la faible intensité du marquage des structures mycorhiziennes par le réactif de Gomori-
Swift en été par rapport au printemps. L’azote serait utilisé principalement pour la croissance
racinaire de I’arbre qui, pour le Hétre, est maximale du mois de mai jusqu’a la fin du mois de
juillet (Hoffman, 1972). En revanche, dans les mycorhizes de Lactarius subdulcis, les structures
fongiques et racinaires présentent un marquage par le réactif de Gomori-Swift plus marqué en
été qu’au printemps. Ceci indiquerait que le lactaire utilise une partie de [’azote pour
I’élaboration de ses propres structures alors que Cenococcum geophilum transmet la majorité de
I’azote absorbé a I’arbre.

Chez Cenococcum geophilum, 1’azote est principalement transporté sous forme de
glutamine, d’alanine et d’arginine (Genetet ef al., 1984). Nisholm et Ericsson (1990) ont par
ailleurs mesuré une augmentation de la concentration en glutamine dans les aiguilles de Pinus
sylvestris au printemps et pendant I’été, ce qui indiquerait que cet acide aminé est une forme
importante du transport de I’azote chez les arbres (Dickson ez al., 1985).

En automne, ’azote stocké sous forme de protéines chez le lactaire, disparait presque en
totalité. Une proportion importante de substances azotées doit assurer la fructification ainsi que
le maintien du mycélium dans le sol. En effet, Sreng (1977) a observé une augmentation de la
longueur mycélienne a cette époque de ’année. Au contraire, dans le cas de Cenococcum
geophilum, de 1’azote est accumulé dans les structures fongiques. Comme ce champignon est
stérile, il s’agit plus d’une mise en réserve de I’azote que d’une mobilisation de cet élément. Une
autre fraction est transmise a la racine porteuse qui montre des accumulations d’azote a cette
époque de 'année. Ce stockage d’azote dans la racine porteuse est également a relier au
jaunissement des feuilles du Hétre qui se produit en octobre et en novembre (Hoffman, 1972) et
induit un transport de substances carbonées et azotées en direction des racines.

En hiver, une forte accumulation d’azote se produit dans les structures fongiques et
racinaires des deux mycorhizes ainsi que dans les racines porteuses. Les tests cytochimiques
montrent qu’il s’agit de protéines chez les mycorhizes de Cenococcum geophilum, mais ce n’est

pas le cas des mycorhizes de lactaire.
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L’azote détecté dans les mycorhizes et dans les racines porteuses montre donc une

évolution saisonniére importante.

C. PROBLEMES LIES AU CALCIUM

Parallelement aux composés azotés et carbonés simples, les mycorhizes absorbent
également des éléments minéraux. La rendzine brunifiée est un sol caractérisé par la présence de
carbonate de calcium, faisant effervescence a I’acide chlorhydrique, dés les premiers cm de sol et
par une saturation du complexe absorbant par les ions calcium susceptibles d’étre absorbés.
Toutefois, la période printaniére ne se caractérise pas par de trés fortes accumulations minérales
dans les deux champignons ni dans les racines porteuses. Le calcium, pourtant trés abondant a
I’état échangeable dans le sol basique, est globalement peu détecté dans les structures
mycorhiziennes et racinaires. Ceci traduit une absorption relativement faible de cet élément par
le manteau fongique qui semble jouer un rdle de barriére plus ou moins efficace vis-a-vis de cet
ion. Le partenaire fongique peut réguler de maniére active le transport du calcium vers la racine
afin d’éviter une toxicité calcique pour I’arbre. Le Hétre appartenant plut6t a la catégorie des
arbres acidiphiles (Le Tacon, comm. pers.) pourrait donc étre sensible a la présence d’ions
calcium en exces.

Dans le cas de la mycorhize de Cenococcum geophilum, la présence de mucilage en
surface lui permettrait de bloquer davantage le calcium et d’en limiter ainsi 1’absorption. Ce
champignon serait donc plus efficace vis-a-vis du calcium du sol que le lactaire. Le role de
barriere du manteau fongique dans 1’absorption des ions a déja été mis en évidence chez d’autres
champignons (Kottke et al., 1994 ; Pargney et Genet, 1994 ; Le Disquet, 1997).

L’importance des champignons ectomycorhiziens sur le comportement d’arbres sur sol
calcaire est connue depuis longtemps (Le Tacon, 1976 ; Clément et al., 1977). La notion de
champignons calcicoles, calcifuges ou indifférents au calcium a ainsi été définie pour rendre
compte du degré de tolérance des organismes fongiques vis-a-vis de cet élément. Les
champignons calcifuges, au méme titre que les plantes calcifuges, sont incapables de limiter
I’absorption des ions calcium (Passama et al., 1975 ; Bousquet ef al., 1981 ; Lapeyrie et Bruchet,
1986). En effet, des études menées sur des mycorhizes récoltées dans un substrat enrichi en
calcium, ont montré que les souches ou les espéces fongiques sensibles accumulent des quantités
d’ions calcium plus élevées que les champignons calcicoles (Lapeyrie et Bruchet, 1986 ; Kottke
et al., 1995). Toutefois, Lapeyrie et Bruchet (1986) ont montré que la souche calcifuge de
Paxillus involutus était plus sensible au pH et a la concentration en ions bicarbonates qu’a la

concentration en ions calcium. Ce n’est pas le cas général puisque ces mémes auteurs (Lapeyrie
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et Bruchet, 1982) ont également montré qu’une souche de Cenococcum graniforme était
totalement indifférente aux ions bicarbonates.

Parmi les mécanismes impliqués, les champignons pourraient agir comme des filtres ou
excréter dans le milieu extérieur des acides organiques tels que l’acide oxalique qui se
complexent avec les ions calcium pour former des cristaux d’oxalate de calcium (Malajczuk et
Cromack, 1982 ; Lapeyrie, 1983 ; Lapeyrie ef al., 1987). Ainsi, ils diminuent la disponibilité du
calcium dans le sol et méme favorisent celle d’autres éléments comme le phosphore (Mousain,
1989). Dans le cas des deux champignons que nous avons étudi€s, aucune formation cristalline
de calcium n’a cependant été observée.

Nos travaux n’ont pas permis de mettre clairement en évidence une calcicolie ou une
calcifugie éventuelle des deux champignons étudiés. En effet, dans le cadre de I’étude réalisée en
culture pure par Lapeyrie et Bruchet (1986) sur deux souches (calcicole et calcifuge) de Paxillus
involutus, les doses de calcium employées étaient bien supérieures aux quantités trouvées dans
les sols de notre étude.

Toutefois, il apparait que Cenococcum geophilum accumule en abondance le calcium dans
le sol calcaire au cours des différentes saisons. Il présenterait donc une certaine indifférence vis-
a-vis des ions calcium et du pH basique qui en découle. Cela d’autant plus qu’il a été trouvé en
tres grand nombre dans le sol calcaire et que sa rareté dans le sol acide est plut6t due a une faible
compétitivité par rapport aux autres champignons du sol. Lactarius subdulcis en revanche stocke
moins le calcium. Ce champignon pourrait limiter son absorption notamment par I’excrétion
d’acides organiques.

Les saisons ne semblent donc pas avoir d’influence nette sur I’absorption des ions calcium
dans les deux mycorhizes étudiées. La régulation par les champignons de I’absorption des ions

calcium s’exercerait toute 1’année.

D. LE CAS DU SILICIUM

L’élément silicium a été détecté en faibles proportions dans la plupart des structures
fongiques et racinaires des deux mycorhizes. Il est donc absorbé par les deux champignons et
transmis & la plante. Il ne montre cependant pas d’accumulation particuliére et semble étre
transporté en continu par le biais du courant d’évapotranspiration (Bartoli, 1981 ; Marschner,
1986). L’¢été est marqué par une faible accumulation de silicium, ce qui peut s’expliquer par des
courants de séve réguliers et continus ne lui permettant pas de se fixer a des structures. Au
contraire, a I’automne et en hiver, une accumulation de silicium dans les structures fongiques des

mycorhizes montre que le flux de séve en ralentissant lui permet de s’immobiliser.
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Dans les racines de plus gros diameétre, tout au long de I’année, on le trouve principalement
le long de la paroi interne des cellules de I’endoderme et du suber sous la forme d’une bande de
silice. La formation de cette bande résulterait notamment d’un faible courant d’absorption radiale
au niveau des cellules de I’endoderme permettant ainsi son immobilisation. De plus, la rupture
des voies de transport symplasmique et apoplasmique a travers I’endoderme limite fortement son
transport vers I’intérieur de I’organe.

Les saisons ne semblent donc pas avoir une influence directe sur I’absorption et le
transport du silicium dans les mycorhizes. Le transit de cet €lément serait plutét fonction de

1’état physiologique du végétal.

II. EVOLUTION SAISONNIERE DES MYCORHIZES SUR SOL ACIDE

A. EVOLUTION DES STRUCTURES

Aucune variation saisonniere n’a été observée sur la morphologie des deux mycorhizes
provenant du sol acide. La forme et la couleur des organes symbiotiques ne varient pas au cours
de ’année, ni par rapport au sol calcaire. Toutefois, les mycorhizes de Cernococcum geophilum
présentent un mycélium extramatriciel beaucoup plus important que dans le sol calcaire. Si la
taille des mycorhizes de Lactarius subdulcis reste similaire a celle des mycorhizes issues du sol
basique, les mycorhizes de Cenococcum geophilum présentent une taille plus importante dans le
sol acide que dans la rendzine. A I’inverse les mycorhizes de lactaires sont majoritaires pendant
toute I’année dans le sol acide. Cela résulte plus des conditions de pH et de source azotée dans

les sols que d’un effet des saisons comme nous I’avons évoqué précédemment.

Dans le sol acide, les mycorhizes sont généralement vivantes bien que certains échantillons
hivernaux présentent des signes de dégénérescence comme dans le cas du sol calcaire. La
présence d’une litiere épaisse & la surface du sol explique que peu de mycorhizes sont
dégénérescentes. A la différence du sol calcaire, cette litiére épaisse est présente toute I’année
dans le sol acide car la minéralisation de la matiére organique est trés lente. Il n’est ainsi pas rare
que la litiére soit composée de feuilles d’ages différents s’étalant sur 5 a 7 ans (Sreng, 1977).
Elle peut donc servir de protection pendant I’hiver contre les températures basses mais €galement
pendant le reste de ’année, particuliérement par temps de sécheresse. En effet, Toutain (1974) et
Sreng (1977) ont indiqué que 1’eau reste en partie stockée a la base de la litiére évitant ainsi un
desséchement qui pourrait étre préjudiciable pour les organismes du sol, nombreux dans les

horizons de surface.
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Dans le sol acide, le manteau des mycorhizes de lactaire est toujours divisé en deux zones
distinctes par mort des hyphes externes alors que celui des mycorhizes de Cenococcum
geophilum est toujours entierement vivant. D’ autre part, si les mycorhizes de Lactarius subdulcis
montrent un réseau de Hartig tout au long de I’année dans le sol acide (comme dans le sol
calcaire), les mycorhizes de Cenococcum geophilum adoptent un comportement différent (Figure
29, Tableau 29). En effet, dans le sol podzolique, deux phases peuvent étre notées : la phase
hivernale pendant laquelle des ectomycorhizes sont élaborées et le reste de I’année ou le
champignon établit une structure proche de celle des ectendomycorhizes. Dans le deuxiéme
chapitre de ce travail, nous avions €mis I’hypothése que ce changement d’ultrastructure, déja
observé en été entre les deux sols, pouvait étre lié 4 la nature du substrat et notamment a la
richesse ou a la pauvreté en phosphore de ce substrat comme I’avaient remarqué Fortas et
Chevalier (1988).

L’ Ascomycete associé aux mycorhizes de Lactarius subdulcis est présent tout au long de
I’année et davantage observé que dans les échantillons provenant de la rendzine brunifiée, ce qui

laisse supposer qu’il présente une capacité d’infection plus importante.

Dans le sol acide, aucune variation saisonnieére de la distribution des granules et des
globules fongiques n’a été observée. Généralement, les granules sont absents des hyphes de
Cenococcum geophilum au printemps, alors que les globules sont présents toute ’année. Chez
Lactarius subdulcis, les granules ne sont pas observés en automne et sont présents le reste de
I’année dans le manteau ou dans le réseau de Hartig. Les globules sont en revanche élaborés a

chaque saison excepté au printemps et a I’automne dans le réseau de Hartig.
B. EVOLUTION DES RESERVES
1. Le glycogene

Les réserves de glycogéne fongique des deux mycorhizes présentent une évolution
saisonniére similaire dans le sol acide et dans le sol calcaire (Tableau 30). Ces composés
polysaccharidiques sont utilisés au cours des périodes printaniere et estivale pour la croissance
des deux partenaires puis sont progressivement reconstitués a I’automne et sont trés abondants en

hiver.
2. L’azote organique et minéral

Une forte accumulation de composés azotés se produit au printemps en partie sous la forme

organique comme !’indique la réaction intense des structures des mycorhizes au réactif de
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Gomori-Swift. Globalement, les structures mycorhiziennes accumulent moins 1’azote pendant
I°été, ce qui laisse penser qu’il est utilisé pour 1’élaboration de structures fongiques et racinaires.

Cependant, a cette époque de ’année, les deux mycorhizes accumulent plus cet €lément
dans le sol acide que dans le sol basique. Cela pourrait s’expliquer notamment par la préférence
des champignons pour la forme ammoniacale de 1’azote pour leur croissance. En effet,
I’ammonium étant majoritairement présent dans le sol acide, son absorption par les partenaires
fongiques s’en trouve facilitée. Le stockage important d’azote dans les mycorhizes de Lactarius
subdulcis dans le sol acide confirmerait cette préférence déja évoquée par Martin et Botton
(1993).

A P’automne, les mycorhizes de lactaire sont trés riches en azote alors que les mycorhizes
de Cenococcum geophilum le sont moins. La formation de carpophores par le lactaire implique
une consommation accrue de composés carbonés et azotés. A cette époque de I’année, la
fructification est donc un puits important. Dans le cas de Cenococcum geophilum, en revanche,
la proportion d’azote détectée dans les mycorhizes peut étre due & une activité moindre du
champignon a cette époque de I’année et/ou une absorption plus faible du fait d’une
minéralisation ralentie de 1’azote.

En hiver, I’azote est fortement accumulé dans les structures fongiques et racinaires des
mycorhizes de Lactarius subdulcis alors que dans les mycorhizes de Cenococcum geophilum, il
I’est moins. Une partie de cet azote est utilisée pour 1’élaboration de protéines riches en cystine
induisant un marquage par le réactif de Gomori-Swift plus intense en hiver que pendant
I’automne précédent, notamment dans les mycorhizes de Cenococcum geophilum. 11 se produit

ainsi une mise en réserve de I’azote dans les mycorhizes.

Nos résultats ont donc permis de dégager une évolution saisonniére des composés azotés
similaire a celle observée dans le sol basique (Tableau 30). Une variation de la localisation des

¢léments se retrouve également dans le cas des racines porteuses de mycorhizes.
C. L’ABSORPTION ET LE STOCKAGE DES AUTRES ELEMENTS MINERAUX

Au printemps, parmi les éléments minéraux, le calcium est abondamment accumulé dans
les structures fongiques et racinaires des deux mycorhizes. A cette époque de I’année, comme en
été, cet élément est davantage accumulé dans les mycorhizes récoltées dans le sol acide par
rapport au sol calcaire. Dans le chapitre II de ce travail, nous avions émis les hypotheses selon
lesquelles 1’4ge des mycorhizes et la disponibilité des éléments dans le sol pouvaient expliquer
ces résultats analytiques. Une faible disponibilit¢ du calcium dans le substrat induirait son

absorption et son transport notamment sous forme de complexes solubles. En effet, ce
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phénomene existe pour d’autres éléments comme le fer qui est absorbé via la formation de
complexes sidérophores-fer par les agents biologiques (Watteau, 1990).

En été, a I’automne et en hiver, dans le sol acide, le calcium est moins stocké dans les
structures mycorhiziennes. Cela s’expliquerait par une utilisation de cet élément sans apport
important du fait d’une absorption faible. Généralement, quelle que soit la saison, les structures
des mycorhizes de Lactarius subdulcis accumulent plus d’éléments que celles des mycorhizes de
Cenococcum geophilum. La présence de mucilage de surface peut contribuer a limiter
’absorption du calcium par Cenococcum geophilum.

La présence de I’élément silicium dans les mycorhizes ne montre pas de variation notable
entre les différentes saisons, ni par rapport au sol calcaire. Cela confirme bien que 1’absorption et
le transport de cet élément sont indépendants de la mycorhize considérée, du type de sol et des
saisons. Il présente, en revanche, une localisation privilégiée dans les racines porteuses de

mycorhizes au niveau de I’endoderme et du suber comme dans le cas du sol calcaire.

Une évolution saisonniére, en relation avec les besoins des deux partenaires, se dégage
donc de la cytolocalisation des ions dans le sol acide que ce soit dans les deux mycorhizes ou
dans les racines porteuses de mycorhizes. Le printemps se caractérise par une forte mobilisation
des réserves, notamment fongiques, qui sont utilisées pour la croissance des deux partenaires. A

partir de I’automne, ces réserves sont progressivement reconstituées.
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CONCLUSION :

Ce dernier chapitre avait pour objectif de mettre en évidence un effet des saisons sur les

modéles mycorhiziens €tudiés.

- Nous avons montré dans un premier temps que les saisons ne semblent pas avoir
d’incidence majeure sur le développement mycorhizien et sur la morphologie des organes
symbiotiques. En effet, au cours des saisons, les mycorhizes de Cenococcum geophilum sont
dominantes dans le sol calcaire et celles de Lactarius subdulcis le sont dans le sol acide. De plus,
les deux mycorhizes se sont révélées vivantes pendant toute 1’année excepté peut étre une baisse

de vitalité des cellules végétales notamment en hiver.

- En revanche, I’organisation mycorhizienne peut varier. Ainsi, pendant les quatre saisons,
Lactarius subdulcis forme des ectomycorhizes ce qui indique que ce champignon est
exclusivement ectomycorhizien. Par contre, Cenococcum geophilum modifie son comportement
selon la période de prélévemént. Ainsi, il forme également des ectomycorhizes pendant I’hiver
alors que le reste de ’année, ce sont des mycorhizes proches du type ectendomycorhizien qui
sont €laborées. Cependant, ces variations ultrastructurales ont plutot €té reliées a un effet du
substrat. L’importance du phosphore et de I’aluminium dans ces modifications n’est pas a

exclure.

- Une évolution saisonniére a été mise en évidence concernant I’évolution de certaines
réserves carbonées, azotées et des éléments minéraux. C’est particulierement le cas du glycogéne
et de ’azote. Dans le cas du calcium, une évolution saisonniére a pu €tre dégagée pour les deux
champignons dans le sol podzolique. En revanche, I’évolution saisonniére dans la rendzine
brunifiée est moins nette.

Ainsi, au printemps, I’arbre est en pleine croissance et a donc d’importants besoins qui sont
en partie assurés par les champignons mycorhiziens grace aux réserves hivernales (phosphore,
glucides, éléments minéraux). Au début de 1’été, le développement des champignons est intense
et ils constituent un puits important de photosynthétats produits par le Hétre. Cela jusqu’a
I’automne ou, dans le cas de Lactarius subdulcis, la fructification va se produire. Enfin, en hiver,
la croissance des deux partenaires est fortement ralentie. Les réserves ont été reconstituées et

sont localisées en grande partie dans les champignons mycorhiziens et dans les racines.

- L’étude des racines porteuses de mycorhizes a révélé que ces organes sont généralement

assez pauvres en €léments en été. Toutefois, au printemps, & ’automne et en hiver, des
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proportions parfois trés importantes d’azote et de minéraux sont détectées dans les racines
porteuses. Les nutriments sont donc susceptibles d’étre acheminés en abondance via les
mycorhizes vers le reste du systéme racinaire et vers les parties aériennes de I’arbre. Les racines
porteuses ne constituent qu’une portion du systéme de conduction des nutriments vers les tiges et
les feuilles. Les analyses réalisées sur ces organes ne correspondent donc qu’a une situation
ponctuelle et n’intégrent pas les flux d’éléments. '

La bande de silice est présente contre la paroi des cellules de I’endoderme et du suber tout
au long de ’année. Les faibles courants d’absorption au niveau de I’endoderme permettraient sa
formation. Elle contribuerait ainsi a préserver la racine contre les pathogénes mais également a

limiter I’absorption des éléments du sol.
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PLANCHE XXI

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Abréviations : mu : mucilage ; h : hyphe ; ¢ : ciment ; tétes de fléches : globules azotés ; T : composés polyphénoliques ;
cc : cellules corticales ; RH : réseau de Hartig ; Mi : manteau interne ; fléches : granules de polyphosphates

Figure 1: La structure des mycorhizes de Cenococcum geophilum est de type ectomycorhizien quelle que soit la
période de récolte des échantillons, sur la rendzine brunifiée. x 6500

Figure 2 : Au printemps, dans le manteau interne, les hyphes renferment des granules de petite taille et circulaires qui
correspondent & des granules de polyphosphates. x 50000.

Figure 3 : Récolte printaniére. Les hyphes du manteau interne peuvent également contenir des globules & contours
flous, peu denses et riches en azote. x 24000

Figure 4 : Au printemps, des globules azotés sont observés dans les vacuoles des hyphes du réseau de Hartig. x 20000

Figure 5 : Dans les échantillons prélevés & I’automne, les hyphes du manteau interne contiennent des globules azotés. x
12700

Figure 6 : Pendant I’automne, aucun globule azoté n’est observé dans les vacuoles des hyphes du réseau de Hartig. x
12000

Figure 7 : Les granules de polyphosphates semblent absents des vacuoles des hyphes du réseau de Hartig a I’automne.
X 33000

Figure 8 : En hiver, les hyphes du manteau interne renferment des granules de polyphosphates vacuolaires. x 12000

Figure 9: Les échantillons hivernaux contiennent également des globules azotés dans les vacuoles des hyphes du
manteau interne. x 21300

Figure 10 : En hiver, au niveau des hyphes du réseau de Hartig, seuls les globules vacuolaires azotés ont été observés.
X 20000
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PLANCHE XXII

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Abréviations : mu : mucilage ; h : hyphe ; T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; ¢c : celiule corticale ; RH : réseau
de Hartig ; ¢ : endoderme ; p : parenchyme ; j : jonction cellulaire ; px : paroi des vaisseaux xylémiens ; fléche :
glycogéne ; pv : paroi végétale ; pf : paroi fongique.

Au printemps, le mucilage recouvrant les mycorhizes est réactif au test PATAg. Les parois des hyphes constituant le
manteau et le réseau de Hartig sont peu marquées alors que les parois des cellules corticales voisines du réseau le
sont pius. Les structures pariétales et les jonctions cellulaires du cortex profond sont fortement marquées. Dans
le cylindre central, le marquage est présent principalement au niveau des parois du parenchyme, des jonctions
cellulaires et du liseré qui borde la cavité des vaisseaux du xyléme.

Figure 1  : Structures du manteau fongique des mycorhizes au printemps. x 4700
Figure 4  : Détail duréseau de Hartig au printemps. x 12000.
Figure 7  : Détail du cortex profond des mycorhizes au printemps. x 20000

Figure 18 : Déiail du cylindre central mycorhizien au printemps. x 4400

A Pautomne, la surface de la mycorhize est trés réactive, de méme que les parois des cellules du manteau externe. Le
ciment est également bien marqué. Dans le manteau interne, le marquage semble plus faible. Les structures du
réseau de Hartig sont peu réactives. Le cortex profond n’est pas marqué excepté le cytoplasme des cellules
corticales et seul un léger marquage a €t€ observé au niveau du parenchyme et des jonctions cellulaires du
cylindre central.

Figure2 :Région du manteau des mycorhizes récoltées a Iautomne. x 3200
Figure 5 :Détall duréseaun de Hartig. x 4500

Figure 8 : Cortex profond d’une mycofhize. x 12000

Figure 11 : Détail du cylindre central mycorhizien. x 12000

En hiver, le mucilage réagit fortement au test PATAg. Les parois des hyphes du manteau ainsi que le ciment sont
également réactifs. Un fort marquage est observé au niveau du glycogéne cytoplasmique qui est trés abondant.
Au niveau du réseau de Hartig, les parois des deux partenaires réagissent peu a ce test. Le ciment semble montrer
un marquage plus intense. Les parois des cellules endodermiques ne sont pas marquées et, dans le cylindre
central, les jonctions cellulaires, les parois des cellules du parenchyme et le liseré pariétal bordant la cavité des
vaisseaux sont marqués.

Figure3 : Région du mantean fongique. x 4800
Figare 6  : Détail du réseau de Hartig. x 7200
Figure 9  : Portion de Pendoderme d’une mycorhize. x 3300

Figure 12 : Cylindre central d"une mycorhize de Cenococcum geophilum. x 7000
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PLANCHE XXIIY

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum 1.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélevement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift

Abréviations : mu : mucilage ; h: hyphe ; T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; ¢c : cellule corticale ; RH : réseau
de Hartig ; p: parenchyme; j: jonction cellulaire; px: paroi des vaisseaux xylémiens; tétes de fléches:
globules azotés ; pv : paroi végétale ; pf: paroi fongique.

Au printemps, le mucilage recouvrant les mycorhizes est réactif alors que les parois des hyphes du manteau et le
ciment interhyphal le sont peu. Des globules denses vacuolaires sont observés dans les hyphes. Le cytoplasme de
ces derniéres est également fortement marqué. Au niveau du réseau de Hartig, les parois des deux partenaires
sont peu marquées. En revanche, le marquage du cytoplasme des hyphes est plus intense. Une trés forte réaction
est observée au niveau du ciment et des globules vacuolaires. Les structures du cortex profond sont peu
marquées, alors que celles du cylindre central sont trés réactives.

Figure 1  : Structures du manteau fongique des mycorhizes. x 3000
Figure 4  : Détail du réseau de Hartig au printemps. x 4400.
Figure 7  : Détail du cortex profond des mycorhizes. x 4400

Figure 9 : Détail du cylindre central mycorhizien. x 7000

A Yautomne, la surface de la mycorhize est trés réactive, de méme que les parois des celiules du manteau. Le ciment
est également bien marqué. Les structures du réseau de Hartig sont peu réactives. Dans le cylindre central, les
jonctions cellulaires, les parois des cellules du parenchyme et des vaisseaux sont fortement marquées.

Figure 2  : Région du manteau des mycorhizes récoltées 4 'automne. x 3400
Figure 5 : Détail du réseau de Hartig. x 20000
Figure 10 : Détail du cylindre central mycorhizien. x 7000

En hiver, le mucilage et la couche la plus superficielle des hyphes du manteau sont peu marqués par le réactif de Swift.
En revanche, la zone interne du manteau est trés réactive. Au niveau du réseau de Hartig, les parois des deux
partenaires réagissent et le ciment montre un marquage relativement intense. Les parois des cellules corticales du
cortex profond et les jonctions cellulaires sont fortement marquées.

Figure3 :Région du manteau fongique. x 4900
Figure 6 : Détail du réseau de Hartig. x 12700

Figure 8 : Cortex profond d’une mycorhize. x 7000
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PLANCHE XX1V

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Abréviations : h: hyphe ; ¢ : ciment ; tétes de fléches : globules azotés ; T : composés polyphénoliques ; cc : cellules
corticales ; RH : réseau de Hartig; Me: manteau externe; Mi: manteau interne; fléches: granules de
polyphosphates ; gl : glycogéne ; pv : paroi végétale ; pf : paroi fongique.

Figure 1 : Lactorius subdulcis forme des ectomycorhizes quelle que soit la période de récolte des échantillons, sur la
rendzine brunifie. x 3300

Figure 2 : Au printemps, dans le manteau interne, les hyphes renferment des granules de polyphosphates. x 30000.

Figure 3 : Récolte printaniére. Les hyphes du manteau interne contiennent également des globules 2 contours flous et
riches en azote. x 11200

Figure 4 : Au printemps, des globules azotés sont observés dans les vacuoles des hyphes du réseau de Hartig. x 11200

Figure 5 : Dans les échantilions prélevés au printemps, des granules de polyphosphates sont observés dans les hyphes
du réseau de Hartig. x 30000

Figure 6 : Pendant I'automne, des granules de polyphosphates sont présents dans les hyphes du manteau interne. x
14400

Figure 7 : Au cours de Pautomne, aucun globule azoté n’est observé dans les vacuoles des hyphes du manteau interne.
x 14400

Figure 8 : Les globules azotés sont en revanche présents dans les vacuoles des hyphes du réseau de Hartig & Pautomne.
x 12600

Figure 9 : En hiver, les hyphes du manteau interne renferment des granules de polyphosphates vacuolaires. x 30000

Figure 10 : Les échantillons hivernaux contiennent également des globules azotés dans les vacuoles des hyphes du
manteau interne. x 7600

Figure 11 : En hiver, au niveau des hyphes du réseau de Hartig, les granules de polyphosphates sont présents. x 30000



PLANCHE XXIV

Hiver

Automne

Printemps




PLANCHE XXV

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifice.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Abréviations : h @ hyphe ; T : composés polyphénoliques ; L : laticifére ; ¢ : ciment ; cc : cellule corticale ; RH : réseau
de Hartig ; p: parenchyme ; j: jonction cellulaire ; x : vaisseaux xylémiens ; fléches: glycogéne; pv: paroi
végétale ; pf : paroi fongique.

Au printemps, dans le manteau interne et au niveau du réseau de Hartig, les parois des hyphes et les ciments ainsi que
les parois des cellules corticales voisines du réseau sont peu marqués. En revanche, le glycogéne cytoplasmique
est trés réactif, Un faible marquage est observé dans les structures du cortex profond.

Figure1 :Structures du manteau interne des mycorhizes. x 4400
FigureS  :Détail duréseau de Hartig. x 20600.

Figure8 : Détail du cortex profond des mycorhizes. x 4400

A P’automne, les parcis des hyphes du manteau externe sont peu marquées alors que celles des hyphes du manteau
interne ainsi que le ciment qui les lie le sont fortement. Le marquage au niveau du réseau de Hartig est faible,
excepté au niveau du glycogéne fongique et du cytoplasme des cellules corticales voisines. Les structures du
cortex profond sont peu marquées. Dans le cylindre central, les jonctions cellulaires et les parois des cellules du
parenchyme sont faiblement réactives et aucun marquage de la paroi des vaisseaux n’est observé.

Figure2  :Portion du manteau externe mycorhizien. x 20000
Figure3 :Région du manteau interne des mycorhizes. x 20000
Figure 6  : Détail du réseau de Hartig. x 20000

Figure 9  : Cortex profond de la mycorhize. x 20000

Figure 11 : Détail du cylindre central mycorhizien. x 20000

En hiver, les structures du manteau interne sont peu marquées exception faite du glycogéne fongique. Au niveau du
réseau de Hartig, les parois des deux partenaires réagissent positivement. En revanche, les parois des cellules
corticales du cortex profond et les jonctions cellulaires ne sont pas marquées. Dans le cylindre central, les parois
des cellules du parenchyme et les jonctions cellulaires sont réactives.

Figure 9  : Région du manteau fongique. x 7000
Figure 10 : Détail du réseau de Hartig. x 20000
Figure 11 : Portion du cortex d’une mycorhize. x 20000

Figure 12 : Cylindre central mycorhizien. x 12000
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PLANCHE XXV

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélévement : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swifi

Abréviations : h : hyphe ; T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; ¢cc : cellule corticale ; RH : réseau de Hartig; p:
parenchyme ; j: jonction cellulaire ; X : vaisseaux xylémiens; tétes de fléches: globules azotés; pf: paroi
fongique ; pv : paroi végétale.

Au printemps, dans le manteau interne, les parois des hyphes sont peu marquées. En revanche, le ciment interhyphal,
le cytoplasme des hyphes et les globules fongiques vacuolaires réagissent positivement. De méme, au niveau du
résean de Hartig, les parois des deux partenaires sont peu réactives alors que le ciment est trés fortement marqué.
Un faible marquage est observé dans les structures du cortex profond et du cyvlindre central.

Figurel : Structures du manteau interne des mycorhizes. x 2800
Figure 6 :Région duréseau de Hartig. x 3000.

Figure 9 : Détail du cortex profond des mycorhizes. x 2800
Figure 12 : Cylindre central mycorhizien. x 3200

A Tautomne, les parois des hyphes réagissent faiblement au réactif de Swift alors que le cytoplasme des hyphes du
manteau externe est marqué. Il en est de méme an niveau du réseau de Hartig, exception faite des polyphénols
présents dans les vacuoles des cellules corticales voisines. Un faible marquage est observé au niveau des
structures du cortex profond et du cylindre central.

Figure2 : Portion du manteau externe niycorhizien. x 10000
Figure3 :Région du manteau interne des mycorhizes. x 13400
Figure 7 : Détail du réseau de Hartig. x 14200

Figure 10 : Cortex profond de la mycorhize. x 21000

Figure 13 : Détail du cylindre central mycorhizien. x 2850

En hiver, le manteau externe monire un marquage presque inexistant alors dans le manteau interne, le ciment est trés
réactif et les parois fongiques le sont moins. Au niveau de réseau de Hartig, les parois des deux partenaires
réagissent faiblement. En revanche, les parois des cellules corticales du cortex profond sont fortement marguées.
Les parois des cellules endodermiques ne réagissent pas. Dans le cylindre central, les parois des cellules du
parenchyme et les jonctions cellulaires sont réactives alors que la paroi épaissie des vaisseaux ne I’est pas.

Figure4 :Région du manteau externe. x 9600

Figure 5 : Détail du manteau interne. x 100600

Figure8 :Portion du réseau de Hartig. x 3700

Figure 11 : Portion du cortex et de I’endoderme d une mycorhize. x 9600
Figure 14 : Cylindre central mycorhizien. x 3000
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PLANCHE XXVII

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.

Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélevement  : printemps, automne, hiver 1996.

Double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb

Abréviations : hi: hyphe intracellulaire ; cc: cellule corticale ; T: composés polyphénoliques ; ep : épaississement
pariétal ; e: endoderme ; fléche: couche de silice; S: suber; Ca: cambium; x: xyléme; p: parenchyme
médullaire.

Figure 1 : Au printemps, le cortex des racines porteuses est dégénérescent et renferme des hyphes intracellulaires.
x 7500

Figure 2 : A "automne, le cortex racinaire contient également des hyphes intracellulaires et un épaississement pariétal
important est observé au niveau des cellules corticales. x 7000

Figure 3 : Pendant ’hiver, I"organisation du cortex racinaire est similaire a celle des organes prélevés pendant les
saisons précédentes. x 7000

Figure 4 : Echantillons printaniers. Les cellules de I'endoderme sont remplies de composés polyphénoliques et une
bande de silice se forme contre la paroi interne des cellules. x 12000

Figure 5 : Dans les échantillons prélevés 2 automne, les cellules du suber sont remplies de polyphénols. La paroi
interne des cellules du suber est marquée par la présence d’une bande de silice. x 12000

Figure 6 : Echantillons hivernaux. Lorsque e cortex est encore en relation avec 'endoderme, la paroi interne des
cellules endodermiques ne présente pas la bande de silice, x 7000

Figure 7 : Récolie printanitre. Du cambium meten place du xyléme secondaire. x 3000

Figure 8 : Pendant automne, les cellules du parenchyme médullaire produisent des composés polyphénoliques en
faible quantité. Le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux xylémiens est trés dense. x 4400

Figure 9 : Détail du cylindre central des racines porteuses de mycorhizes en hiver. Les cellules du parenchyme stockent
en abondance des polyphénols. x 7000
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PLANCHE XXvII

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.
Site de prélévement : site de Ia Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélévemnent  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Abréviations : hi: hyphe intraceliulaire ; T : composés polyphénoliques; cc: cellule corticale ; ep: épaississement
pariétal ; ¢ : endoderme ; S : suber ; p : parenchyme ; j : jonction cellulaire ; px : paroi des vaisseaux xylémiens.

Au printemps, le cortex renferme des hyphes intracellulaires dont la paroi est réactive au test PATAg. En revanche, la
paroi des cellules corticales est peu marquée.

Figure 1 : Détail du cortex d’une racine porteuse. x 4400

Figure 4 : Région du cylindre central. x 4400.

A Pautomne, les structures du cortex sont peu réactives. Dans le cylindre central, les parois des celiules du
parenchyme, les jonctions cellulaires et le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux xylémiens sont marqués
alors que la paroi épaissie des vaisseaux I’est moins.

Figure 2 : Portion du cortex racinaire. x 12000

Figure 3 : Région du cylindre central de la racine porteuse. x 12000

En hiver, les parois cellulaires de Vendoderme et du suber ne sont pas marquées par le test PATAg. Au niveau du
cvlindre central, les jonctions cellulaires sont peu marquées. Les parois des cellules du parenchyme le sont plus.

Figure 3 : Région de 'endoderme et du suber. x 4400

Figure 6 : Détail du cylindre central. x 20000
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PLANCHE XXIX

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.
Site de prélévement : site de la Crédence, rendzine brunifiée.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift

Abréviations : hi: hyphe intracellulaire ; T : composés polyphénoliques ; cc: cellule corticale ; ep : épaississement
pariétal ; e : endoderme ; p: parenchyme ; j : jonction cellnlaire ; px : paroi des vaisseaux xylémiens ; ze : zone
externe ; zi : zone interne,

Au printemps, la paroi des cellules du cortex est répond positivement au réactif de Swift. Celle des cellules
endodermiques n’est pas marquée. En revanche, les jonctions cellulaires sont forterent réactives et un marquage
est également observé au niveau des composés polyphénoliques des cellules endodermiques. Dans le cylindre
central, les parois épaissies des vaisseaux du xyléme se¢ divisent en une couche externe non marquée et une
couche interne réactive. Les parois des cellules du parenchyme sont fortement réactives, de méme que le
cytoplasme de ces cellules. Le marquage le plus intense est observé dans les jonctions cellulaires.

Figure 1 : Portion d’une cellule du cortex d’une racine porteuse. x 17500
Figure 4 : Détail de ’endoderme. x 12000.

Figure 5 : Détail du cylindre central d’une racine porteuse de mycorhizes. x 12000.

A Pautomne, les stractures du cortex sont peu réactives. La paroi des hyphes intracellulaires présentes dans les cellules
corticales peut étre trés réactive. Dans le cylindre central, les parois des cellules du parenchyme sont fortement
marguées. Le marquage est plus intense a été observé au niveau des jonctions cellulaires et du liseré pariétal qui
borde la cavité des vaisseaux. La paroi de ces derniers se divise en une zone externe peu réactive et en une zone
interne qui P'est plus.

Figure 2 : Portion du cortex racinaire. x 20000

Figure 6 : Région du cylindre central de la racine porteuse. x 12500

En hiver, les jonctions cellulaires du cortex sont intensément marquées alors que la paroi des cellules corticales Pest
moins. Au niveau du cylindre central, un léger marquage a été observé au niveau des jonctions cellulaires. La
paroi des vaisseaux se divise en deux zones comme & 'autorne mais le marquage est plus discret. Le liseré
bordant leur cavité est trds réactif.

Figure3 : Région du cortex racinaire. x 34600

Figure 7 : Détail du réseau de Hartig. x 12000
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PLANCHE XXX

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Coloration par le bleu de toluidine (Figures 1 a 3) et
double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb (Figures 4 & 11)

Figure 1: En hiver, Cenococcum geophilum élabore des ectomycorhizes. M : manteau ; tétes de fléches : réseau de
Hartig ; ¢ : cortex ; T : composés polyphénoliques ; ¢ : endoderme ; Cc : cylindre central. x 760

Figure 2 : Au printemaps, Cenococcum geophilum forme des mycorhizes ne montrant pas de réseau de Hartig mais des
hyphes intracellulaires (fieches). Ce : cylindre central ; ¢ - cortex ; T : composés polyphénoliques. x 256

Figare 3: A Pautomne, les mycorhizes de Cenococcum geophilum s’apparentent & des ectendomycorhizes. T:
composés polyphénoliques ; ¢: cortex; M: manteau; Cc: cylindre central; e: endoderme; fleche : hyphe
intracellulaire. x 576

Figure 4 : Au printemps, des globules azotés (t8tes de fléches) sont observés dans les vacuoles des hyphes (h) du
manteau. ¢ : ciment. x 4400

Figure 5: Au printemps, les hyphes intracellulaires (hi) contiennent des globules azotés (t8te de fléche). cc: cellule
corticale. x 3000

Figure 6 : A Pautomne, des granules de polyphosphates (fléche) sont présents dans les hyphes intracellulaires (hi). cc :
cellule corticale. .pv : paroi végétale ; pf : paroi fongique. x 37500

Figure 7 : Dans les échantillons hivemnaux, le manteau des mycorhizes est vivant. Des globules azotés (Figure 7z, x
2000) sont présents dans les vacuoles des hyphes (h). ¢ : ciment ; téte de fléche : globule azoté. x 3400

Figure 8 : Détail du réseau de Hartig (RH) observé dans les échantillons en hiver. cc : cellule corticale. ¢ : ciment ; pv :
paroi végétale ; pf: paroi fongique. x 9300

Figure 9 : En hiver, des globules azotés (t€te de fléche) sont présents dans les vacuoles des hyphes du résean de Hartig
{RH). cc : cellule corticale ; pv : paroi végétale ; pf': paroi fongique. x 12700

Figure 10 : Détail du cortex racinaire de la mycorhize en hiver. cc: cellule corticale ; j: jonctions cellulaires; T:
composés polyphénoliques. x 12000

Figure 11 : Région du cylindre central mycorhizien en hiver. j: jonctions cellulaires ; p : parenchyme ; px: paroi
xylémienne. x 12800
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PLANCHE XXXT

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fogus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Abréviations : h: hyphe ; hi: hyphe intracellulaire ; T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; cc : cellule corticale ;
RH : réseau de Hartig; p: parenchyme ; j: jonction cellulaire; px: paroi des vaisseaux xylémiens ; téte de
fléche : globule azoté ; fleche : glycogéne ; pv : paroi végétale ; pf: paroi fongique.

Au printemps, dans le manteau interne, les parois des hyphes sont peu marquées alors que le ciment interhyphal est
fortement. De méme, au niveau de la zone d’échange, les parois des deux partenaires sont peu réactives. En
revanche, le glycogéne fongique est fortement marqué. Un faible marquage est observé dans les structures du
cortex profond.

Figure 1  : Structures du manteau interne des mycorhizes. x 9800
Figure 4  : Détail des hyphes intracellulaires présentes dans les cellules corticales superficielles. x 9500.

Figure7  : Détail du cortex profond des mycorhizes. x 16600

A Pautomne, les parois des hyphes du manteau interne sont marquées. Le ciment interhyphal montre un marquage
d’intensité similaire. Les parois des hyphes intracellulaires sont peu réactives de méme que les parois des
cellules corticales. Les structures du cortex profond ne sont pas marquées. Dans le cylindre central, les jonctions
cellulaires et les parois des cellules du parenchyme sont peu réactives, celles des vaisseaux ne le sont pas.

Figure2 : Portion du manteau interne mycorhizien. x 8600
Figure3 : Région de la zone d’échange. x 13600
Figure § : Détail du cortex profond desmycorhizes. x 13800

Figure 10 : Détail du cylindre central mycorhizien. x 14500

En hiver, les structures du manteau interne sont {rés réactives. Au niveau du réseau de Hartig, les parois des hyphes ne
sont pas marquées alors que celles des cellules corticales voisines le sont plas. Les parois des cellules du cortex
profond et les jonctions cellulaires ne sont pas marquées. Dans le cylindre central, le marquage est peu intense.
Figure 8 : Région du manteau fongique. X 14100
Figure 9 : Détail du réseau de Hartig. x 5000
Figure 10 : Portion du cortex profond d’une mycorhize. x 20800

Figure 11 : Cylindre central mycorhizien. x 2800
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PLANCHE XXXH

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Cenococcum geophilum L.

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swift

Abréviations : h : hyphe ; hi : hyphe intracellulaire’; T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; cc : cellule corticale ;
RH : réseau de Hartig; p : parenchyme; j : jonction cellulaire ; px : parol des vaisseaux xylémiens ; téte de
fleches : globules azotés ; pv : paroi végétale ; pf : paroi fongique.

Au printemps, Pensemble des structures fongiques et racinaires des mycorhizes de Cenococcum geophilum réagissent
rés fortement au réactif de Swift exception faite du manteau qui présente un marquage plus faible.
Figure1l : Structures du manteau mycorhizien. x 5900
Figure 4 : Détail des hyphes intracellulaires présentes dans les cellules corticales superficielles. x 5300.
Figure 7 : Détail du cortex profond des mycorhizes. x 9000

Figure 10 : Région du cylindre central des:mycorhizes. x 5900

A Pautomne, les parois des hyphes du manteau interne ne sont pas marquées. En revanche, leur cytoplasme est réactif,
11 en est de méme du ciment interhyphal. Les parois des hyphes intracellulaires et celles des celiules corticales
réagissent négativement au réactif de Swift. Les structures du cortex profond ne sont pas marquées.

Figure2  : Portion du mantean interne mycorhizien. x 247500
Figure 3 :Région de la zone d*échange. x 17200

Figure 8  : Détail du cortex profond des mycorhizes. x 15000

En hiver, les parois fongiques des hyphes du manteau et du résean de Hartig ainsi que celles des cellules corticales
voisines du réseau sont marguées. Les ciments présentent un marquage trés intense. Les parois des cellules du
cortex profond et les jonctions cellulaires sont fortement marquées. Dans le cylindre central, le marguage est
moins intense.

Figure3 : Région du manteau fongique. x 4700
Figure 6  : Détail du réseau de Hartig. x 8750
Figure 9 : Portion du cortex d’une mycorhize. x 13000

Figure 11 : Cylindre central mycorhizien. x 4550
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PLANCHE XXXTII

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Er., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzoelique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Coloration par le bleu de roluidine (Figure 1) et
double coloration acétate d’uranyle — citrate de plomb (Figures 2 a 6)

Figure 1: Structure ectomycorhizienne des mycorhizes formées par Lactarius subdulcis comportant un manteau
fongique (M) et un réseau de Hartig (fléche). Le cortex profond (¢} et le cylindre central (Cce) sont dépourvu de

mycélium. e : endoderme. x 350
Figure 2 : Quartz et silice présents dans le sol & proximité de la surface mycorhizienne. x 7800.

Figure 3: Récolte printaniére. Les hyphes (h) du manteau interne contiennent des gramules de polyphosphates

(fléches). M : manteau ; v : vacuole. X 33400

Figure 4 : Au printemps, des globules azotés (tétes de fléches) sont observés dans les vacuoles £v) des hyphes (h) du

manteau interne (M). x 21800

Figure 5: Dans les échantillons prélevés en-hiver, des granules de polyphosphates (fléches) sont présents dans les

vacuoles (v) des hyphes du réseau de Hartig (RH). cc : cellule corticale. x 30000

Figure 6 : Pendant "hiver; des globules azotés (t8te de fléche) sont également observés dans les hyphes du réseau de
Hartig (RFH). cc : cellule corticale. x 17500
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PLANCHE XXX1V

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus sylvatica L.

EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélevement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Abréviations : h : hvphe ; T : composés polyphénoliques ; ¢ : ciment ; cc: cellule corticale ; RH : réseau de Hartig; p:
parenchyme ; j: jonction cellulaire ; px : paroi des vaisseaux xylémiens; tétes de fléches: globules azotés;
fidches : glycogéne ; pv : paroi végétale ; pf : paroi fongique.

Au printemps, les parois des h y phes du manteau et du réseau de Hartig ainsi que les parois des cellules corticales
voisines sont fortement marquées par letest PATAg. Les ciments et le glvcogéne fongique sont également trés
réactifs. En revanche, les structures du cortex profond et du cylindre central sont peu marquées.

Figure 1
Figure 4
Figure 7

Figure 9

: Structures du manteau mycorhizien. x 13700
: Détail du résean de Hartig. x 12700.
: Région de Pendoderme. x 15000

: Région du cylindre central des mycorhizes. x 13700

A Pautomaue, les parois des hyphes du manteau interne ainsi que le ciment qui les lie sont marqués. Un fort marquage
est observé au niveau du glycogéne cytoplasmique. Au niveau du réseau de Hartig, les parois des hyphes et
celles des cellules corticales voisines présentent un faible marquage. Les structures du cortex profond sont
également peu marquées. Dans le cylindre central, les jonctions cellulaires et les parois des cellules du
parenchyme répondent positivement au test PATAg. Les parois des vaisseaux sont moins marquées.

Figure2
Figure 5

Figure 8

Figure 11

: Structures du manteau interne. x 7900
: Détail du réseau de Hartig. x 15800.
: Détail du cortex profond des mycorhizes. x 13750

: Cylindre central mycorhizien. x 14500

En hiver, les structures fongiques sont peu ou pas réactives. Les parois des cellules corticales voisines du réseau de
Hartig sont peu marquées. En revanche, dans le cortex profond, le marquage s’intensifie au niveau des parois et
du cytoplasme cellulaires alors que les jonctions cellulaires sont peu réactives.

Figure3
Figure 6

Figure 9

: Région du manteau fongique. x 16000
: Détail du réseau de Hartig. x 12000

: Portion du cortex d’une mycorhize. x 6000
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PLANCHE XXXV

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES MYCORHIZES NATURELLES DE Fagus syivatica L.
EN ASSOCIATION AVEC Lactarius subdulcis Fr., ss. Q., Lange

Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des protéines par le réactif de Gomori - Swift

Abréviations : h : hyphe ; T : composés polypbénoliques ; ¢ : ciment ; cc 1 cellule corticale ; RH : réseau de Hartig ; p :
parenchyme ; j: jonction cellulaire; pX: paroi des vaisseaux xylémiens; fléche: glycogéne; pv: paroi
végétale ; pf: paroi fongique.

A Pautomne, les parois des hyphes du manteau ainsi que le ciment qui les lie ne sont pas marqués. En revanche, un fort
marquage est observé au nivean du cytoplasme fongique. Au niveau du réseau de Hartig, les parois des hyphes
ne présentent aucun marquage alors que les parois des cellules corticales voisines de méme que le ciment le sont
fortement. Le cortex profond montre également une forte réaction. Dans le cylindre central, les jonctions
cellulaires et les parois des cellules du parenchyme sont trés réactives. Les parois des vaisseaux sont moins
marquées.

Figurel :Région du manteau externe. x 8000

Figure2  : Structures du manteau interne. x 8200

Figure 3  :Détail du réseau de Hartig. x 12500.

Figure 7  :Déail du cortex profond des mycorhizes. x 8900

Figure 9  : Cylindre central mycorhizien. x 8100

En hiver, dans le mantean, les structures fongiques sont peu ou pas réactives excepté le ciment interhyphal du manteau
interne qui est trés réactif. Au niveau du réseau de Hartig, les parois des hyphes et celles des cellules corticales
voisines sont fortement marquées alors que le ciment ne montre aucun marquage. Dans le cortex profond, le
marquage est intense au niveau des parois et des jonctions cellulaires. Les structures du cylindre central sont trés
réactives.

Figure3 : Région du manteau externe. X 15000
Figure 4 :Détail du mantean interne. x 11500
Figure 6  : Détail du résean de Hartig. x 18500
Figure 8 : Région du cortex profond. x 12900

Figure 10 : Détail du cylindre central. x 16200
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PLANCHE XXXVI

ETUDE ULTRASTRUCTURALE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.

Site de prélevement : site de Bezange, sol pedzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Pendant les trois périodes de prélévements, les échantillons de racines porteuses de mycorhizes ont montré

une organisation similaire.

Figure 1: le cortex racinaire est envahi d’hyphes intracetlulaires (hi) et se détache progressivement du cylindre
central par rupture au niveau de P'endoderme (e). Les parois des cellules corticales présentent un

épaississement {ep) important du cOté interne de organe. S : suber. x 3250
Figure 2 : Détail des hyphes intracellulaires (hi). c¢ : cellule corticale ; ep : épaississement pariétal. x 7300

Figure 3 : Région du suber (S} mis en place dans le cylindre central des racines porteuses de mycorhizes. ph:

phellogéne. x 9200
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PLANCHE XXXVIT

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.
Site de prélévement : site de Bezange, sol podzoligue.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des polysaccharides par le test PATAg

Abréviations : hi: hyphe intracellulaire ; T : composés polyphénoliques; cc: cellule corticale ; ep : épaississement
pariétal ; e : endoderme ; S : suber ; p :'parenchyme ; j : jonction cellulaire ; px : paroi des vaisseaux xylémiens ;
a : amyloplastes.

Au printemps, le cortex renferme des hyphes intracellulaires dont la paroi est parfois réactive. En revanche, la paroi
des cellules corticales P'est moins. Les parois des celiules de Pendoderme sont peu marquées, de méme que les
polyphénols qu’elles renferment. Dans le cylindre central, le marquage le plus intense est observé au niveau des
jonctions celiulaires. Les parois des cellules du parenchyme montrent un faible marquage.

Figure 1 : Cortex d’une racine porteuse. X 13200
Figure 4 : Région de ’endoderme. x 13500

Figure 7 : Portion du cylindre central. x 12300

A Pautomne, les parois des cellules du cortek, de I'endoderme et du suber sont peu ou pas réactives. Dans le cylindre
central, les jonctions cellulaires et le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux xylémiens sont marqués. Les
parois des cellules du parenchyme et celles des vaisseaux le sont moins. De nombreux amyloplastes sont
observés dans les cellules du parenchyme médullaire.

Figure 2 : Détail du cortex racinaire. X 3000
Figure 5 : Région de 'endoderme et du suber de la racine porteuse. x 2600

Figure 8 : Région du cylindre central:de la racine porteuse. x 300

En hiver, un faible marquage est observé au niveau du cortex racinaire et de ’endoderme. Le cylindre central est peu
réactif exception faite des jonctions cellulaires qui sont plus intensément marquées.

Figure 3 : Dérail du cortex racinaire. X 2800
Figure 6 : Région de ’endoderme. x 8000

Figure 9 : Détail du cylindre central. x 4900
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PLANCHE XXxvil

ETUDE CYTOCHIMIQUE
DES RACINES PORTEUSES DE MYCORHIZES
DE Fagus sylvatica L.
Site de prélévement : site de Bezange, sol podzolique.

Période de prélévement  : printemps, automne, hiver 1996.

Mise en évidence des protéines riches en cystine par le réactif de Gomori-Swifi

Abréviations : hi: hyphe intracellulaire ; T : composés polyphénoliques ; cc: cellule corticale ; ep : épaississement
pariétal ; e : endoderme ; S : suber ; p : parenchyme ; j : jonction cellulaire ; px : paroi des vaisseaux xylémiens.

Au printemps, le cortex renferme des hyphes intracellulaires dont la paroi est parfois réactive. En revanche, la paroi
des cellules corticales montre un marquage plus intense. Les parois des celiules de P'endoderme sont peu
marquées alors que les polyphénols qu'elles renferment le sont plus. Dans le cylindre central, le marquage le
plus intense est observé au niveau des jonctions cellulaires. Les parois des vaisseaux se subdivisent en trois
Zones © une zone externe peu marquée, une zone intermédiaire plus réactive et une zone interne qui n’est pas
marquée. Les parois des cellules du parenchyme réagissent positivement.

Figure 1 : Cortex d’une racine porteuse. x 10200
Figure 4 : Région de 'endoderme. x 9060

Figure 7 : Portion du cylindre central. x 9600

A Tautomne, les structures du cortex sont peu réactives. Au niveau de Pendoderme, la lamelle moyenne montre un
léger marquage alors que les jonctions cellulaires ne réagissent pas au réactif de Swift. Dans le cylindre central,
les jonctions cellulaires et le liseré pariétal bordant la cavité des vaisseaux xylémiens sont marqués. Les parois
des cellules du parenchyme et celles des vaisseaux le sont moins.

Figure 2 : Cortex racinaire. x 12000
Figure S : Portion de I’'endoderme de la racine porteuse. x 8800

Figure 8 : Région du cylindre central de la racine porteuse. x 9600

En hiver, les parois des cellules corticales sont marquées alors que celles des cellules de ’endoderme et du suber ne le
sont pas. Les structures du cylindre central sont peu réactives.

Figure 3 : Détail du cortex racinaire. x 3700
Figure 6 : Région de 'endoderme et du suber. x 10600

Figure 9 : Détail du cylindre central. x 3000
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Conclusion générale, perspectives

L’objectif de ce travail était d’étudier quel est le role de deux champignons mycorhiziens
dans la nutrition minérale du Hétre en conditions naturelles.

Pour cela, les mycorhizes de Cenococcum geophilum et de Lactarius subdulcis ont été
récoltées, pendant une année, dans deux sols trés différents (un sol podzolique et une rendzine
brunifiée) afin de mettre en évidence un effet du type de sol et des saisons sur les associations
symbiotiques. D’autre part, afin d’appréhender la part des nutriments du sol absorbés par les
champignons et transmis a [’arbre, les racines porteuses de mycorhizes ont été¢ également
prélevées en amont des mycorhizes sélectionnées.

Les études ont porté sur la morphologie, I’histologie, I’ultrastructure et sur les sites
d’accumulation de certains éléments du sol (calcium, azote, silicium, phosphore, ...) au sein des

structures mycorhiziennes et racinaires.

L’originalité de ces travaux repose en grande partie sur I’étude de mycorhizes naturelles, a
’aide de techniques, notamment microanalytiques, qui ont permis de mettre en évidence un
comportement différent de deux champignons mycorhiziens selon le sol ou ont été effectués les
prélévements. De méme, I’évolution saisonniére de I'ultrastructure des organes mycorhiziens et
de leur comportement vis-a-vis des éléments minéraux du sol en fonction des saisons a jusqu’a

présent été tres peu étudiée.

Nos travaux ont ainsi montré que le type de sol influe sur le niveau de développement des
mycorhizes et qu’il pourrait également agir sur leur organisation.

En effet, P’aptitude a la colonisation d’un systéme racinaire par les champignons
mycorhiziens est fortement tributaire des conditions du milieu. Ainsi, Lactarius subdulcis est
rare dans le sol calcaire mais dominant dans le sol acide alors que Cenococcum geophilum
présente les proportions inverses. Le pH serait le facteur principal expliquant cette répartition. En
agissant sur le développement des champignons, il induirait une compétition interspécifique plus
ou moins forte entre les différents organismes du sol, ce qui permettrait la dominance d’un type
mycorhizien par rapport aux autres.

Nos travaux ont également révélé que |’organisation des mycorhizes de Lactarius
subdulcis n’est pas modifiée par le type de sol, alors que Cenococcum geophilum peut étre
alternativement ectomycorhizien et ectendomycorhizien. Toutefois, pour ce champignon, nous
n’avons pu mettre en évidence l’implication du phosphore ou de I’aluminium. Nous avons
également émis I’hypothése que le pH, en favorisant ou en limitant le développement de la
microflore du sol, conditionnerait une compétitivité interspéeifique plus ou moins forte qui
pourrait induire des variations structurales des organes. Ainsi, Cenococcum geophilum, qui est

un champignon peu compétitif, privilégierait sa fonction saprophytique lorsque la pression de
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sélection est intense et sa fonction mycorhizienne lorsque la compétition entre les différents
organismes du sol est moindre.

Concernant les nutriments du sol, un effet particulier du partenaire fongique vis-a-vis des
ions n’a pu étre clairement mis en évidence pour les deux champignons étudiés. Toutefois, les
champignons mycorhiziens sont susceptibles de mobiliser de grandes quantités d’ions du sol.
Cela a été notamment observé dans les mycorhizes de Lactarius subdulcis, qui sont capables
d’accumuler, et donc d’absorber, des proportions importantes d’ions calcium, sur le sol
podzolique qui est pauvre en éléments minéraux disponibles. De plus, les partenaires fongiques,
en accumulant dans leurs structures, peuvent réguler le transport des éléments minéraux absorbés
vers la racine. Ils jouent ainsi un role de filtre (Lactarius subdulcis sur rendzine brunifiée vis-a-
vis du calcium) ou assurent une fonction de barriére plus ou moins importante gréce a certaines
structures comme le mucilage (Cenococcum geophilum sur rendzine brunifiée vis-a-vis du

calcium).

Parallélement a I’effet du sol, une évolution saisonniére a pu étre mise en évidence en ce
qui concerne le glycogéne fongique, 1’azote, et dans une moindre mesure certains éléments
minéraux. Ainsi, une mobilisation importante des réserves fongiques de méme qu’une absorption
intense d’éléments minéraux se produisent au printemps et pendant 1’été pour subvenir aux
besoins considérables de I’arbre pour sa croissance. La relative pauvreté des tissus racinaires
formant les racines porteuses de mycorhizes tout au long de I’année n’a pas permis de mettre en
évidence [’évolution saisonniére observée au niveau des mycorhizes. Les analyses effectuées au
niveau de ces racines, essentiellement spécialisées dans la conduction des nutriments, ne rendent
pas compte des flux d’éléments et correspondent & une situation ponctuelle. A I’automne, les
éléments recherchés sont peu accumulés dans les structures fongiques et racinaires. Cela
s’expliquerait soit par une consommation de nutriments pour la fructification des champignons
(Ie lactaire), soit par une absorption réduite des éléments minéraux lorsque le champignon ne
fructifie pas (Cenococcum) et a donc des besoins moindres. En automne et en hiver, les réserves

de glycogeéne sont progressivement reconstituées.

Les travaux présentés dans ce mémoire constituent une premiére approche du réle du
partenaire fongique dans la nutrition des arbres en conditions naturelles et dégagent divers axes
en vue de recherches futures.

- Dans un premier temps, il serait intéressant d’étudier avec plus de précision 1’impact du
pH du sol sur le développement des mycorhizes de Hétre, en faisant un inventaire des différentes
associations symbiotiques et en définissant leur pourcentage respectif dans les deux sols mais

également dans d’autres sols présentant un pH intermédiaire.
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- Un effet de filtre ou de barriére du champignon vis-a-vis des de certains éléments du sol a
été abordé et il conviendrait par la suite d’étudier cet aspect en inoculant de jeunes plants de
Hétre avec les deux champignons séparément et en méme temps, sur différents substrats. Ainsi,
I’apport de doses massives, insuffisantes ou similaires a celles mesurées dans la nature
permettrait d’observer le comportement des champignons face aux nutriments qui leur sont
fournis. Ces expériences pourraient confirmer les modifications ultrastructurales que nous avons
observé chez les mycorhizes de Cenococcum geophilum ainsi que ’implication d’éléments
comme le phosphore ou I’aluminium dans ces variations.

- De plus, "utilisation de plants non inoculés conduirait & la détermination de la sensibilité
de ’arbre a différents facteurs et notamment aux ions calcium. En effet, le caractére calcicole,
calcifuge ou indifférent du Hétre ne semble pas avoir été précisé bien que certains chercheurs
pensent que cet arbre serait plutdt acidiphile (Le Tacon, comm. Pers.).

- Le silicium n’a pas de role physiologique chez les arbres mais il semble néanmoins étre
absorbé sans difficulté. De plus, il présente une accumulation particuliere dans les racines non
infectées ou il contribuerait fortement a la i)réservation de D'intégrité racinaire. Il serait donc
intéressant d’étudier chez d’autres espéces ligneuses, les modalités du transport et de
I’accumulation de cet élément minéral dans les structures biologiques afin de mieux comprendre
ses fonctions. Une comparaison avec des plantes herbacées, accumulatrices ou non de silicium,
apporterait de précieux renseignements.

- Nous avons pu observer une variation saisonniére des réserves fongiques notamment de
I’azote. Des dosages biochimiques permettraient d’identifier entre autres les formes d’azote
transférées des champignons vers la plante et inversement.

- Il conviendrait enfin d’étendre I’ensemble de ces expériences a d’autres mycorhizes
formées soit par des champignons d’espéces différentes soit par des isolats d’une méme espece,
ce qui permettrait de compléter ’aspect variabilité inter- et intraspécifique. L’outil moléculaire

pourrait étre d’une grande utilité pour I’identification des isolats.
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RESUME :

Le travail présenté dans ce mémoire a pour objectif I’étude du réle des partenaires fongiques des symbioses
mycorhiziennes dans la nutrition de la plante héte, en conditions naturelles.

Deux grands axes ont été privilégiés : I’effet du sol et 1’effet des saisons sur les mycorhizes.

Pour cela, deux mycorhizes de Hétre (Fagus sylvatica / Cenococcum geophilum et Fagus sylvatica /
Lactarius subdulcis) ont été récoltées dans deux sols forestiers naturels de I’Est de la France. Les sites d’étude
présentent une végétation arborée similaire (hétraie) mais se différencient par la nature de leur sol. Il s’agit du site de
la Crédence (Forét de Haye, Meurthe-et-Moselle, N-iE France) ol le sol est une rendzine brunifiée, de pH de 1’ordre
de 8. Ce sol est biologiquement trés actif (humus de type mull) et trés riche en ions calcium. Il a permis d’aborder
’effet des ions calcium sur les mycorhizes. Le deuxiéme site est celui de Bezange (Forét de Bezange, Meurthe-et-
Moselle, N-E France) qui correspond a un sol podzolique dont le pH est voisin de 4 et qui est biologiquement peu
actif (humus de type moder). Ce sol est pauvre en éléments minéraux échangeables et a permis Iétude de I'impact
de I’acidité sur les organes symbiotiques. Parallélement, des racines porteuses de mycorhizes, prélevées en amont
des organes symbiotiques, ont été récoltées de maniére & appréhender la part de ce qui est absorbé par les

champignons puis transmis 4 la plante.

Le sol a une influence sur le cortége mycorhizien associé au systéme racinaire du Hétre, particuliérement sur
la proportion des différentes mycorhizes. Ainsi, celles formées par Cenococcum geophilum sont dominantes dans le
sol calcaire mais peu répandues dans le sol acide. A I’inverse, Lactarius subdulcis se développent aisément dans le
sol acide mais est rare dans le sol basique.

De plus, le sol pourrait modifier également I’organisation mycorhizienne puisque Cenococcum geophilum
élabore des ectomycorhizes dans le sol calcaire et alternativement des ectomycorhizes, en hiver dans le sol acide et
des associations de type ectendomycorhize le reste de I’année dans ce méme sol. L’implication du phosphore et de
I’aluminium a été envisagée.

Le comportement vis-a-vis des éléments minéraux du sol des deux champignons mycorhiziens varie en
fonction du site. Ainsi, Cenococcum geophilum accumule davantage d’ions sur sol calcaire que sur sol acide, alors
que Lactarius subdulcis présente le comportement inverse. Il semblerait que les champignons jouent un réle de
régulateur de I’absorption des ions lorsque ceux-ci sont présents en abondance dans le sol. En revanche, dans un sol
pauvre en éléments minéraux, Cenococcum geophilum ne limiterait pas 1’absorption ionique et Lactarius subdulcis
pourrait faciliter cette absorption.

Enfin, une évolution saisonniére a été mise en évidence pour le glycogéne fongique, 1’azote et dans une
moindre mesure pour les éléments minéraux recherchés. Le printemps est caractérisé par une mobilisation des
réserves fongiques et une absorption d’ions. Pendant I’été, les nutriments sont assimilés pour assurer la croissance

des deux partenaires. Pendant I’automne et au début de ’hiver, les réserves sont progressivement reconstituées.

Mots clé: Fagus sylvatica, Lactarius subdulcis, Cenococcum geophilum, rendzine, sol podzolique, nutrition

minérale, saisons.
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