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INTRODUCTION



Le nom »Mykorhiza” apparatit dans la 1littérature avec les
acrits de FRANK (1885) qui publie en allemand sur »la symbiose
racinaire permettant la nutrition de certains arbres par leurs
champignons associés’,

Ce terme a été repris dans toutes les 1langues (mycorhize,
mycorrhiza, micorrize...), il désigne une association symbiotique
entre les racines d’une plante-hdéte et un champignhon.

Il existe plusieurs types de mycorhizes classées a partir de
leur organisation morphologique: les ectomycorhizes, les
endomycorhizes et les ectendomycorhizes.

Les ectomycorhizes, formées essentiellement par des
Basidiomycétes et des Ascomycétes, sont caractérisées par la
formation d’un manchon mycélien autour de la racine, le nteau,
et par un réseau d’hyphes entre les cellules corticales, le réseau

de Hartig.

Dans les endomycorhizes, 1le champignon, aprés avoir perforé
la paroi, pénétre dans les cellules corticales et établit une
structure intracellulaire. Cette structure peut présenter des
morphologies différentes. On distingue les mycorhizes & pelotons
(mycorhizes des orchidées, mycorhizes éricoides, mycorhizes de

certaines cistacées) et les mycorhizes & vésicules et arbuscules
(ou mycorhizes V.A. ou VAM).

Les ectendomycorhizes présentent & la fois des structures
d’ ectomycorhizes (manteau et réseau de Hartig) et des structures
intracellulaires (peloton ou sucgeir” pour les mycorhizes
monotropoides).

La plus commune de ces associations mycorhiziennes est
1’association de type vésiculo-arbusculaire. Elle présente une
large aire de répartition géographique. Elle se rencontre sous des
climats trés différents depuis les zones arctiques jusqu’®aux zones
tropicales (POWELL et BAGYARAJ 1984) et sur des plantes-hbétes treés
variées aussl bien herbacées que ligneuses,.

Les endomycorhizes ne sont pas visibles & 1’oeil nu, le
champignon ne provoquant pas de modifications importantes de la
structure externe de la racine. Le champighon extraracinaire est
représenté par quelques hyphes qui se ramifient dans le sol. La
partie intraracinaire du champignon est la plus importante, elle
est composée de quatre types de structures: les hyphes
intercellulaires, 1les pelotons, les vésicules et les arbuscules.
Ce sont les deux derniéres formations qui ont donné leur nom a ce
type de mycorhize,



Bien que trés répandues, les mycorhizes a vésicules et
arbuscules sont essentiellement étudiées sur des espeéces
herbacées; seules guelques études ponctuelles ont été réalisées
sur des essences ligneuses (Liquidambar: KINDEN et BROWN 1975
a,b,c, 1976; Taxus baccata: STRULLU 19783 Citrus: NAGY et NORDBY
19803 Acer pseudoplatanus: MARX 1981; fucalyptus camaldulensis:
BOUDARGA et DEXHEIMER 1988, BOUDARGA 1989; Acer saccharum: YAWNEY
et SCHULTZ 19390). Ces études portent essentiellement sur de jeunes
plants sans suivi du systéme racinaire mycorhizé.

C’est pourcuoil nous avons choisi d’étudier, dans une premiére
partie de ce travail, les associations endomycorhiziennes
d’ essences ligneuses. Les troils espéces examinées, pommier,
merisier et catalpa n’ont jamais été décrites. I]1 s’agit donc d’un
travalil tout a fait original.

Pour le meriser, un suivi des mycorhizes récoltées dans la
nature, a également été réalisé sur une année de végétation.

Les mycorhizes résultant de la confrontation étroite de deux
organismes constituent des systémes biologiques complexes,

Si des études physiologiques sont nécessaires pour comprendre
leur fonctionnement global, des études au niveau cellulaire sont
indispensables pour élucider la structure fine de leur

organisation, et 1les modalités des interactions entre les
partenaires,

C’est cette approche ultrastructurale, que nous avons
privilégié dans notre travail, a la fois pour étudier

1’ organisation des mycorhizes V.A. d’essences ligheuses, et pour
essayer de dégager un schéma fonctionnel des mycorhizes a
vésicules et arbuscules, en localisant au niveau cellulaire des
activités enzymatiques.

Cette derniére partie de notre travail a été réalisée sur
1’ oighon dont 1’ultrastructure est bien connue (DEXHEIMER et al.
1879) et sur lequel des localisations d’activités enzymatiques ont
déja été effectuées (phosphatases acides: GIANINAZZI et al. 1979;
phosphatases alcalines: GIANINAZZI-PEARSON et GIANINAZZI 1976,
1978, GIANINAZZI et al. 1979, MARX 1981; ATPases: MARX 1981, MARX
et al. 1982). Il nous a donc semblé é&tre le matériel 1le mieux
adapté, en continuité avec les travaux déja réalisés, & la mise en
évidence d’autre activités enzymatiques susceptibles d’intervenir
dans les processus d’échanges entre les deux partenaires.

Ces études ultrastruturales et enzymologiques, en microscopie
électronique, vont nous permettre de proposer, en conclusion de ce
travail, un schéma fonctionnel des mycorhizes & vésicules et
arbuscules,



MATERIEL ET METHODES



I. MATERIEL.

1.1. LES PLANTES-HOTES.

Notre travail a été effectué d’une part sur plusieurs
espéces ligneuses (merisier, pommier et catalpa) et d’autre part
sur une espéce herbacée, 1’oignon.

Pour les merisiers (Prunus gvium L.)J), il s’agit soit de
plantes issues de vitroplants (clone 106 - INRA Orléans) Agées de
trois mois et cultivées en pot sur un mélange désinfecté de
tourbe-terre-gravier qui nous ont été fournies par le laboratoire
de Physiopathologie végétale du centre d’Epoisses, soit de rejets
récoltés dans la nature sur deux sites de prélévements.

Les pommiers (Pirus maglus L,) sont issus de semis. Ils sont
cultivés en pot sur un mélange tourbe-vermiculite.

Les catalpas (Catalpa bignonioides Walt.) sont également
issus de semis, ils sont cultivés en pot sur un mélange désinfecté

tourbe-terre-gravier. 1Ils nous ont été fournis par le laboratoire
de Physiopathologie végétale du centre d’Epoisses.

Les travaux déja effectués sur l'’oignon <dAlljum cepa), nous
ont orienté vers cette espéce pour réaliser la mise en évidence de
nouvelles enzymes susceptibles d’intervenir dans les échanges
entre les deux partenaires.

LLes oignons sont cultivés, en serre, sur de la terre de
jardin désinfectée.

De maniére a disposer d’un matériel de référence, nous avons
également travaillé sur des racines d’Allium cepa sans mycorhizes,
au niveau des zones habituellement infectées et au niveau des
zones méristématiques,

1.2, LE MATERIEL FONGIQUE.

Pour nos travaux nous avons bénéficié de trois souches de
Glomus de ovenance différentes, qui nous ont été fournies par le
laboratoire de Physiopathologie végétale du centre d’Epoisses
(INRA Dijon):

- Glomus intraradices (souche LPA 8, INRA Dijon)

- Glomus mosseae (en provenance de ROTHAMSTED
experimental station, GBR)

- Glomus fasciculatum (provenance greéce)




Nous nous sommes également intéressée a 1’endophyte naturel
du merisier gque nous avons récolté dans la nature. Cependant il ne
nous a pas été possible d’isoler et de déterminer le (ou les)
partenaire(s) fongique(s).

Enfin, nous avons réalisé des cultures de flucor en boites de
Petri sur un milieu d’entretien semi-liquide. Ce champignon
Phycomycéte est proche des Endogonacées. 11 présente 1’avantage de
se cultiver en culture pure. Ce matériel nous a permis de réaliser
des études enzymatiques sur du champignon isolé,

IT. METHODES.

2.1. TECHNIQUES DE CULTURES.

2.1.1. lLe substrat.

11 est soit composé de terre de jardin désinfectée, ou d’un
mélange tourbe-vermiculite (1-1), ou encore d’un mélange
tourbe-terre-gravier (1-1-1),

Les substrats de culture sont désinfectés, avant leur emploi
au laboratoire, par trois passages de 15 mn chacun & 1’autoclave a
120°c. Le substrat est laissé 24 heures au repos entre chaque
passage.

2.1.2. La mycorhization.

Les Endogonacées sont des champighons qui ne se maintiennent
pas en culture pure (seulement quelques jours de survie) et qui
nécessitent la présence d’une plante-h6te.

La conservation de nos souches endomycorhizogeénes est
réalisée au laboratoire sur des racines d’Allium cepa. Nous avons
choisi cette plante hote pour des raisons pratiques: obtention
rapide de racines, matériel peu exigeant vis-a-vis des conditions
de culture et facile a mycorhizer.

Pour inoculer de nouvelles plantes, des fragments de racines
d’oignons contenant 1’endophyte sont mélangés au substrat des pots
a infecter. Les mycorhizes ainsi formées sont prélevées au bout de
8 4 12 semaines.



2.2, PRELEVEMENT DES MYCORHIZES.

Les plantes wutilisées pour les études cytologiques sont
dépotées au laboratoire. Leur systéme racinaire est lavé a 1’eau
courante afin de le débarrasser du substrat (sable, terre...). Les
racines sont préleveées scous une loupe binoculaire.

Différents critéres permettent de reconnaitre 1les parties
infectées:

- aspect jaunadtre des racines

- présence de zones opagques

- rareté des poils absorbants et présence de filaments
mycéliens au contact des racines observées (dans ces zones, des
agrégats de terre adhérent aux racines).

Il est nécessaire, pour permettre une bonne pénétration des
produits de fixation, d’ incubation et d’inclusion, que les
dimensions des échantillons prélevés ne soient pas trop
importantes. Les racines infectées sont donc débitées en fins
fragments de quelgques mm de long, dans le mélange fixateur, pour
éviter 1’altération des structures cellulaires,

2.3. MICROSCOPIE PHOTONIQUE.

2.3.1, Coloration par le bleu Trypan
(PHILIPPS et HAYMAN 1970,

Cette technique permet de vérifier rapidement la présence de
mycorhizes V.A. sur le systéme racinaire d’une plante-héte.

Le systéme racinaire est prélevé puis lavé a 1’eau du robinet
afin de le dégager des particules terreuses.

Les racines & traiter sont coupées en morceaux de quelques
centimétres de long et mises dans une solution de potasse a 10 7
pendant trois heures a 1’étuve & SO °C.

Elles sont ensuite lavées plusieurs fois & 1’eau du robinet
(le dernier lavage peut étre réalisé avec de 1’eau trés légeéerement
acidifiée par HCl), puis colorées par une solution de bleu Trypan
a 0,1 7 dans du lactophénol pendant un quart d’heure & 90 °C.

Les racines colorées sont rincées par une solution
eau-lactophénol & 25 7%, puis montées entre lame et lamelle, dans
une goutte d’eau, pour 1’cbservation au microscope pheotonique,

Le matériel ainsi traité peut é&tre conservé quelque temps
dans 1’eau en attendant 1’observation.

L’ endophyte apparait coloré en bleu sur fond clair des
cellules racinaires. 11 est facilement observable et cette
technique permet de distinguer les arbuscules, les pelotons, les
vésicules et les hyphes intercellulaires.



2.3.2. les coupes semi-minces.
Coloration par le bleu de toluidine.

Les coupes semi-minces permettent de 1localiser les zones
intéressantes d’un objet et de contréler s’il renferme ou non
1’ endophyte.

Elles sont réalisées sur le matériel fixé et inclus pour
1’ étude au microscope électronique.

Ce sont des coupes d’épaisseur supérieure & 100 nm réalisées
avec un couteau de diamant sur un ultramicrotome Porter Blum.

Les coupes minces sont recueillies sur une lame de verre et
collées a celle-ci par la chaleur,.

Elles sont colorées par le bleu de toluidine a pH alcalin
(bleu de toluidine a 0,1 % et NazCOz & 3%) en le chauffant pendant
une dizaine de secondes. Les coupes sont lavées a 1’eau courante
pour 1’observation.

2.4. MICROSCOPIE ELECTRONIQUE.

2.4.1. Etude cytologique.
2.4.1.1, la fixation.

Les fixateurs utilisés sont le glutaraldéhyde et le tétroxyde
d’osmium. La fixation est réalisée & basse température (0°-4°C),

Pour des études morphologigques ou cytochimiques, la technique

est la suivante:

-Les racines renfermant 1’endophyte sont débitées en
fragments de quelques millimétres de long. Les objets sont mis
dans un tube contenant du glutaraldéhyde a 2,5% dans du tampon
phosphate M/10 pH 7,2. On laisse 7 & 8 heures en contact.

-Les objets sont rincés, toute une nuit, dans le méme
tampon dilué de moitié par de 1’eau distillée,

-I1s sont ensuite post-fixés pendant une heure par le
tétroxyde d’osmium & 2% dans du tampon phosphate pH 7,2.

Pour des études cytoenzyvmologiques, 1la technique différe un

peu:

-11 faut éviter 1’inactivation des enzymes par une
fixation trop 1longue ou des concentrations trop élevées en
glutaraldéhyde.



-Le tampon phosphate est remplacé par du tampon
cacodylate au méme pH pour ne pas introduire du phosphate

inorganique.
-Pour chaque activité enzymatique nous préciserons la

méthode de fixation employée.

2.4.1.2. la deshydratation,

Aprés la post-fixation osmique, les objets sont rincés
soigneusement par 1’eau distillée, puis déshydratés par des bains
d’acétone de concentration croissante,

- acétone a 10 % pendant 1/4 d’heure
- acétone a 20 7 pendant 1/4 d’ heure
- acétone a 40 7 pendant 1/4 d®heure
- acétone a 60 7 pendant 1/4 d’heure ou une nuit
- acétone a 80 7 pendant 1/4 d’heure ou une nuit

(au moins une nuit pour 1’un des deux bains précédents.)
- acétone a 9% ¥, pendant deux fois 20 mn
- acétone a 100 7 pendant trois fois 20 mn.

2.4.1.3. L’imprégnation et 1’inclusion,

Les objets sont progressivement imprégnés pendant environ une
semaine suivant ce processus:

- 2/3 d’acétone et 1/3 de résine pure
- 1/3 d’acétone et 2/3 de résine pure
- résine pure,.

Les échantillons sont placés dans des moules remplis de
résine pure et mis & polymériser & 70 °C & 1’étuve pendant 24 a 48

heures.

Composition de la résine Epon:

Epikote 812 (Epon) ... .. iv ittt ittt 9,1 ml
DDSA (anhydride dodécénylsuccinique) .............. 6,2 ml
MNA (anhydride méthylnadique) ........ i, 4,7 ml

DMP 30 (2-4-6 trisdiméthylaminométhylphénoldl....... 0,35 ml
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2.4.1.4. Les coupes fines.

Les coupes fines (60 & 100 nm) sont réalisées a 1l’aide d’un
couteau de diamant sur un ultramicrotome Porter blum,.

Pour des études morphologiques, elles sont recueillies sur
des grilles en cuivre puis contrastées pendant 15 a 20 mn par
1’acétate d’uranyle selon VALENTINES (1961), puis durant 15 mn par
le citrate de plomb selon REYNCOLDS (1963). Dans le cas des études
enzymatiques, seul 1'acétate d’ uranyle est utilisé comme
contrastant,

Aprés un soligneux ringage, les grilles peuvent é&tre observées
au microscope électronique.

Pour des études cytochimiques ou les réactions font souvent

appel a des substances susceptibles d’attaquer 1le cuivre, les
coupes sont recueillies sur des grilles en or.

2.4.2, Etudes ¢ytochimiques.

2.4.2,1. Mise en évidence des protéines
(SWIFT, 1968),

La réaction utilisée met en évidence les protéines renfermant
de la cystine.

Solution A : Méthanémine & 3 7 ... ... v 100 ml
Nitrate d’argent a 5 % ............ 5 ml
Solution B : Acide borique & 1,44 7% ............ 10 ml
Borax a2 1,9 % ........ e e 100 ml

Le réactif se prépare en mélangeant au moment de 1’emploi:
25 ml de la solution A
5 ml de la solution B
25 ml d’eau distillée,

Les coupes sont recueillies sur des grilles en or. Les
grilles sont immergées dans la solution réactive mise dans de
petits +tubes fermés et placés & 45°C dans 1’étuve a 1’obscurité
pendant deux heures,

Apreés plusieurs lavages soigneux par 1’eau distillée, les
grilles peuvent é&tre observées au microscope électronique.
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2.4.2.2. Mise en évidence des polvsaccharides
(Test PATAe)

Le test PATAg mis au point par THIERRY (1967) est une
réaction spécifique de mise en évidence des polysaccharides a
liaison o (1-47 et P(1-42,

11 se pratique sur coupes minces disposées sur des grilles en
or,

Nous pratiquons d’abord une oxyvdation par 1’acide periodique
a 1 ¥ dans 1’eau distillée pendant 30 mn. [acide pericdique
taque les polysaccharides en liaison «(1-4) et A(1-4) alors que
s liaisons (1-3) ne sont pas touchées,

[ea coupes sont ensuite scigneusement ringées par 1’eau
distillée, puis mises a flotter sur  une solution de
thiocarbohydrazide & 0,27 dans 1’acide acétique & 20 ¥ pendant 5
heures & température ambiante,

lLes grilles sont alors 1lavées dans des concentrations
décroissantes d’acide acétique (207, 15%, 107, B%) & raison de
deux bains de cing minutes pour chague concentration.

Elles sont ensuite ringées avec soin par de 1’eau distillée,
puis mises dans une solution de protéinate d’argent a 17 dans de
1’eau bidistillée pendant 30 mn & 1’obscurité et a la température
du laboratoire. .

Les grilles aprés un lavage & 1’eau bidistillée peuvent étre
cbservées au microscope électronique.

at
le

2.4.2,3. Coleoration par 1’acide phosphotungstigue
(APT).

L>acide phosphotungstique est un colorant spécifique du
plasmalemme (RAMBOURG 1967; ROLAND et 3J. 19723 VIAN et ROLAND

1972). Les coupes sont recueillies sur des grilles en or et
colorées pendant 2 a4 5 minutes par une soclution d*acide
rhosphotungstique a 1 ¥ dans de 1’acide chromique & 10 %. Elles
sont rincées a 1’eau distillée et ohservdes au microscope

électronique.

2.4.3. Technigue de marquage de la chitine par le
complexe WGA-or collcidal..

Nous avons utilisé la lectine du blé (Wheat germ agglutinin)
pour localiser 1les résidus N-acétyl-D-glucosamines qui entrent
dans la composition de la chitine.

Préparation de la solutiaon d'or colloidal:
- Porter 100 ml d’une solution d*acide Tetrachloroaurique a
0,01 ¥ & ébullition.

‘o
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- Ajouter 4 ml de citrate de sodium (4 1%) en continuant de
chauffer pendant 5 2 10 mn Jusqgu’ad  obtenir une couleur rouge
hordeaux.

- Laisser refroidir 1a solution et ajuster le pH & 9,7 avec
une solution de KzCOz (0, 02M) =i 1le pH ezt 2cide ou une solution
dA>HC1 (0.02MY si le pH est alcalin.

Le PH est contrélé dans un tube 3 hémolyse avec 1 ml de
solution et 3 gouttes de PEG 20000 a 1 %.

Preépavation de 13 sglution de lectiney
Dissoudre la WGA dans une solution d4HCI 2.5 mM (1 mg/ml).

Prépargtion du complexe lectine—or collpidal:

- 11 faut déterminer la concentration de WGA et d>or qui va
donner un complexe stable,.

Une gamme de dilution est réalisée. Dans une série de tubes
contenant ¢,1 ml de la sclution de WGA de dilutions décreoissantes
(seit 0,1 mg; 0,05 mg; 0,025 mg; 0,0125 mg ... de lectine), sont
ajoutés 0,5 ml de la solution d’or colloidal et 0,1 ml de NaCl.

La stabilité du complexe est atteinte lorsque la solution ne
vire plus au bleu quand on ajoute 1le NaCl dont on wutilise 1le
pouvoir électrolytique. 11 est alors possible de calculer les
quantités de WGA et d’or colloidal & utiliser pour la réalissation
du complexe.

- Ajouter au complexe quelques gouttes de PEG 20000 a 1 7.

- Le complexe WGA-or colloidal est centrifugé 23 15900 g
rendant 50 mn. Le surnageant est éliminé. Le sédiment est dilué
dans 5 ml de tampon trischloride I1 (compose de tampon
trischloride 20 mM + PEG 0,04 7 + Azide de sodium 0,02 %),

Harquage:
- Les coupes sont recueillies sur des grilles en or et mises

a flotter pendant une heure dans des solutions de complexe WGA-or
colloidal diluées & différentes concentrations dans du tampon tris
chloride 20 mM.

Nous avons obtenu un bon margquage de nos c©
dilution de 1/6.

- Les grilles =cont rincées deux foils .
trischleoride puis par 1’eau distillée.

Q

upes avec une

[FN]
)

m

5
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~
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o+
o
5
3
3
3

Contraster
Lea coupes sont contratées pendant 5 mn par 1’acétate

d*uranyle et 5 mn par le citrate de plomb,

Témoins:

Les témoins sont réalisés en plongeant les grilles pendant 10
mn dans une solutien composée d’un volume de complexe WGA-or
colloidal dilué et 4’ un volume de N-ascétvl-D-glucosamine a 0,2 M,
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2.4.4, Etudes cvtoenzvmologiqgques.

La réaction de mise en évidence des activités enzymatiques se
pratique Iin toto sur des objets treés petits.

Toutes les manipulations sont faites dans des récipients tres
propres et a température de la glace fondante.

Le principe de mise en évidence des activités enzymatiques
est le suivant.
Aprés préfixation par le glutaraldéhyde, les objets sont
incubés dans un milieu contenant
- le substrat
- un agent de capture (un sel soluble de
plomb ou de cérium)
- éventuellement un ion activateur (sel de
magnésium ou de manganése),

La présence d’une activité enzymatique se traduit par la
libération de phosphate et par la formation d’un précipité de
phosphate de plomb ou de phosphate de cérium, opague aux
électrons.

Lorsque le milieu d’incubation deit étre sucré, on utilise du
saccharose.

2.4.4,1. Mise en évidence des phosphatases neutres,

Pour 1localiser les activités phosphatasiques neutres, nous
avons employé trois substrat différents: 1’inosine diphosphate
(IDP), la thiamine pyrophosphate (TPP) et le B-glycérophosphate de
sodium.

Nous avons également utilisé deux milieux d’ incubation
différents: le milieu classique de NOVIKOFF et GOLDFISCHER (1961)
et le milieu de ROBINSON et KARNOVSKY (1983 a et b) faisant
intervenir le cérium comme agent de capture a la place du plomb.

La technique est la suivante:

-Les objets sont fixés par le glutaraldéhyde a 2 ¥ dans
le tampon cacodylate & pH 7,2 & 0°C pendant 1 heure a 2 heures.

Le substrat (1 mg/ml) est ajouté au mélange fixateur,

Pour une bonne pénétration du fixateur, nous pratiquons
un passage sous vide au début de la fixation.
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-I1s sont ensuite rincés par le tampon cacodylate sucré
a 5% pendant plusieurs heures, puis par 1’eau distillée sucrée a
5% pendant 30 mn environ,
lLes ringages sont réalisés a 0°C & raison de plusieurs bains par
ringage.

-Les objets sont mis a préincuber pendant 10 mn dans le
milieu sucré sans substrat. Ils sont ensuite mis & incuber dans le
milieu complet pendant toute 1la nuit a 0° C et le 1lendemain
pendant 1 heure a 37°C

-Aprés un lavage soigneux & l’eau distillée, ils sont
post-fixés par le tétroxyde d’osmium a 2% dans le tampon
cacodylate & pH 7,2 pendant 1 heure & 0°C, puis déhydratés et
inclus dans 1’Epon.

MILIEY DE NOVIKOFF et GOLDFISCHER

-Eau distillée ... i i e e e e 2,8 ml
-Tampon tris-maléate O0,2M pH 7,2 ........ ... .. 4 ml
-Solution de chlorure de manganése & 0,57 .... 2 ml
-Solution & 1% de nitrate de plomb ........... 1,2 ml
“Substrat L. e e e e e 10 mg

MILIEY DE ROBINSON et KARNOVSKY (1983)

-Tampon tris-maléate 0,1 M pH 7,2 ....... .. 10 ml
Soubstrat L e e e e e 1 mM
(soit 4,71 mg pour 1’ IDP et 4,5 mg pour la TPP)
-Chlorure de manganése 2mM .., ....... . 0o 3.23 mg
(soit 1 ml d’une solution mére a 323 mg /100 ml)
-Chlorure de cérium 2mM ........ i 7,5 mg

(s0it 1 ml d’une solution mére a 745 mg/100 ml)

Les témoins sont reéalisés en supprimant le substrat du milieu
d®* incubation. En outre, nous avons réalisés des incubations en
ajoutant du diéthylstilbestrol (D.E.S.)> au milieu d’>incubation,
afin d"éliminer des réactions de décomposition du substrat par les
ATPases, ’
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2.4.4.2. Mise en évidence des phosphatases alcalines.

Pour la mise en évidence des phosphatases alcalines nous
avons employé soit le milieu »classique> (GIANINAZZI et al. 1979)
qui fait intervenir 1le plomb comme agent de capture, soit le
milieu au cérium mis au point par ROBINSON et KARNOVSKY (1383 b).

-Les objets sont fixés par le glutaraldéhyde & 1,6 & 2 %
dans le tampon cacodylate a pH 7,2 pendant 1 heure a 0 °C (passage
sous vide des objets).

-Ils sont ensuite scigneusement rincés dans le tampon
cacodylate sucré a 5% pendant 1 a 2 heures, puis dans 1’eau
distillée sucrée a 5% pendant 1 heure et enfin dans le tampon
tris-maléate a pH 8,5 sucré a 5 7 pendant 1 heure également.

-Les objets sont mis & incuber la nuit, & 0°C, dans le
milieu de réaction puis, le lendemain, 1 heure a 37°C dans ce méme
milieu, :

-Le matériel est rincé plusieurs fois a 1l’eau distillée
avant d’étre post-fixé par le tétroxyde d’osmium & 2% dans le
tampon cacodylate a pH 7,2, puis déshydraté et inclus dans 1’ Epon.

MILIEY D' INCUBATION "“CLASSIQUE” DES PHOSPHATASES ALCALINES

Dissoudre 0,12 g de nitrate de plomb dans 100 ml de
tampon tris-maléate & pH 8,5. Ajouter 10 ml d’une
solution de PR-glycérophosphate de sodium a 37%.

Si la préparation se trouble, la filtrer.

MILIEU DE ROBINSON ET KARNOVSKY (1%983)

- Tris-maléate pH 8,5 ... ... i i 10 ml
- P-glycérophosphate de sodium (1 mM) ......... 3 mg
- chlorure de cérium (2mM) ..., ... v 7,5 mg

2.4.4.3, Mise en évidence de la glucose-6-phosphatase.

Pour localiser la glucose-6-phosphatase nous avons utilisé
soit le milieu classique® faisant intervenir le plomb comme agent
de capture, soit le milieu au cérium mis au point par ROBINSON et

KARNOVSKY (1983 b).
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-lLles objets sent fixés par le glutaraldéhyde a 1,57 dans le
tampon cacodylate a pH 7,2 a la température de la glace fondante.

Selon 1les recommandations de LESKES et gl. (1971), une
petite guantité de substrat (glucose-6-phosphate) est introduite
dans le mélange fixateur. Le but de cette opération est d’assurer
une protection de 1’enzyme (PAPADIMITRIOU et VIAN DUIJN 1970).

Pour une meilleure pénétration des produits, les objets sont
passés sous vide au début de la fixation.

-Aprés 1 heure de fixation, les objets sont rincés a 1’eau
distillée pendant 1 heure, puis par le tampon tris-maléate a pH
6,7 pendant 1/2 heure environ.

-Ils sont ensuite mis a incuber au froid dans le milieu de
localisation de la glucose-6-phosphatase pendant 2 a 3 heures,
puis a 37°C pendant 45 mn & 1 heure.

-Aprés un lavage soigneux par 1’eau distillée, les objets
sont post-fixés pendant 1 heure par le tétroxyde d’osmium a 2%
dans du tampon cacodylate a pH 7,2 & la température de la glace
fondante, puils deshydratés et inclus dans 1’ Epon.

MILIEY D' INCUBATION "CLASSIQUE":

Glucose-6-phosphate ....... . . oo, 25 mg
Eau distillée ....... . it i, 27 ml
Tampon tris-maléate pH 6,7 0,4M ............ 20 ml
Nitrate de plomb & 2% .... .. i 3 ml

MILIEY DE ROBINSON ET KARNOVSKY (1983):

Tampon tris-maléate pH 6,7 ...t 10 ml
Glucose-6-phosphate ...... ...t 3 mg
Chlorure de cérium 2mM ........... ... . .00 7,5 mg

( scit 1 ml d’une solution mére a 745 mg/100 ml)

Les témoins sont réalisés:
- s0it en mettant un exceés de glucose (5%) dans le
milieu d’incubation (ARION et NORDLIE 1964)
: - soit en 1inactivant 1l’enzyme en chauffant les
objets dans le milieu d’incubation porté & ébullition (HUGON et
al. 1370, in DARGENT et al. 1982).



ETUDE DES MYCORHIZES
VESICULO - ARBUSCULAIRES
D’ESSENCES LIGNEUSES

Etudes cytologiques et cytochimiques
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Au cours de ces derniéres années, de nombreux travaux ont été
réalisés sur 1’ultrastructure des mycorhizes & vésicules et
arbuscules (SCANNERINI et BELLANDO 1967, 1968; PROTSENKO et ai.
1971; SCANNERINI 1972; KASPARI 1973, 1975; COX et SANDERS 13874;
OLD et NICOLSON 1975; KINDEN et BROWN 1975 a, b, ¢, 1976;
SCANNERINI et al. 1975; SCANNERINI et BONFANTE-FASOLO 1976, 19379,
1983; STRULLU 1976, 1978; BONFANTE-FASOLO et SCANNERINI 1977;
CARLING et al. 1977, BONFANTE-FASOLO 1978; DEXHEIMER et al. 1979;
HOLLLEY et PETERSON 1973; WALKER et POWELL 1979; BONFANTE-FASOLO et
al. 1981; GIANINAZZI-PEARSON et al. 1981; GRIPPIOLO 1981; KARIYA
et TOTH 13981; MARX 1981; MORANDI 1981; BONFANTE-FASOLO et FONTANA
1985, DEXHEIMER et al. 1982 a; GIANINAZZI et al. 1983;
BONFANTE-FASOLO 1984; PONS 1984; DEXHEIMER et al. 1985 a; 1986 a,
b; JACQUELINET-JEANMOUGIN 1986; BOUDARGA et DEXHEIMER 1988;
KREUTZ-JEANMAIRE et al. 1988 a, bj; BOUDARGA 1989).

Cependant 1’essentiel de ces études a porté sur des espéces
herbacées et peu d’espéces arborescentes ligneuses ont é&té
étudiées (liquidambar: KINDEN et BROWN 1975 a, b, ¢, 19763 Taxus
baccata: STRULLU 1978; Citrus: NAGY et NORDBY 13980; Acer
pseudoplatanus: MARX 1981; Eucalyptus camaldulensis: BOUDARGA et
DEXHEIMER 1988; BOUDARGA 1989; Acer saccharum: YAWNEY et SCHULTZ
1980).

Les mycorhizes a vésicules et arbuscules sont pourtant treées
répandues chez les especes arborescentes tropicales (JANSE 1987,
ALWIS et ABEYANAKE 1980). Pour BAYLIS (1961), ce serait le type
mycorhizien le plus courant des foréts de Nouvelle-Zélande.

De méme, chez les Coniféres, en dehors des Abiétacées A
ectomycorhizes, la plupart des représentants des autres familles
forment des mycorhizes & vésicules et arbuscules (HARLEY et SMITH
1983).

Chez les Angiospermes arborescentes, elles ont été observées
dans les genres appartenant a des familles treés variées (HARLEY et
SMITH 1983) tels que Sambucus, Crateagus, Malus, Acer,
Ltiquidambar, Citrus, Salix, Populus, Persea, Khaya.

Il nous est donc apparu comme particuliérement intéressant
d’effectuer une étude cytologique fine des mycorhizes a vésicules
et arbuscules de quelques essences lignheuses., Nous avons concentré
notre effort sur trois essences ligneuses: le merisier, le pommier
et le catalpa.

Le merisier (Prunus avium L.) et le pommier (Pirus malus L.)
sont des Rosacées ligneuses susceptibles de former des
endomycorhizes a vésicules et arbuscules (PONS 1984 pour Prunus
aviumi; GERDEMANN et TRAPPE 1974 pour Pirus wmalus), Certains
auteurs signalent également la présence d’ectomycorhizes (HARLEY
et SMITH 1983; HARLEY et HARLEY 1887),
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Nous nous sommes donc intéressée a 1’ultrastructure de ces
mycorhizes a vésicules et arbuscules obtenues en conditions
contrdlées., De plus, la possibilité de prélever des rejets de
merisiers sauvages nous a permis d’effectuer des comparaisons
entre des mycorhizes obtenues en conditions contrdlées et des
mycorhizes naturelles. Sur ce matériel nous avons également
réalisé un suivi de ces mycorhizes sur une année de végétation.

Le catalpa (Catalpa blignonicides Walt.) est une essence
ornementale souvent plantée dans les parcs, les jardins et le long
des avenues, Elle appartient a une famille tropicale et
subtropicale (Bignoniacées) ou peu de choses sont connues sur les
symbioses mycorhiziennes, 1le seul genre mentionné dans HARLEY et
SMITH (1983) (Jacaranda) étant ectomycorhizien. I1 paraissait donc
intéréssant d’étudier 1les mycorhizes a vésicules et arbuscules
formées sur le systéme racinaire de cette essence ligneuse.
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CHAPITRE 1

ETUDE UL TRASTRUCTURAILE DES
MYCORHIZES A VESICULES ET
ARBUSCULES OBTENUES EN CONDITIONS
CONTROLEES CHEZ DEUX ESPECES DE
ROSACEES L IGNEUSES
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ETUDE ULTRASTRUCTURALE DE MYCORHIZES A VESICULES ET ARBUSCULES
OBTENUES EN CONDITIONS CONTROLEES CHEz DEUX ESPECES DE ROSACEES
LIGNEUSES (Prunus avium L. et Pirus malus L.

1. INTRODUCTION.

Dans ce chapitre sont présentés les résultats concernant
1’organisation ultrastructurale des mycorhizes a vésicules et
arbuscules obtenues en conditions contrélées sur les deux Rosacées
ligneuses,

Nous rappelons que pour le merisier (Prunus avium L.) ces
études ont été réalisées A partir de vitroplants confrontés en
conditions contrélées avec Glomus mosseae et Glomus intraradices.

Les pommiers (Pirus malus L.) sont issus de semis et infectés
par Glomus intraradices.

La plupart des travaux sur 1’ultrastructure des mycorhizes a
vésicules et arbuscules s’ intéressent essentiellement aux
structures fongiques. Les données concernant le cytoplasme de la
plante-héte sont peu nombreuses et fragmentaires. Aussi, sans pour
autant négliger 1’évolution du champigneon, nous insisterons
particuliérement sur les modifications affectant le cytoplasme des
cellules de 1’h6te au cours de 1’infection.

Nous n’avons pas observé de différences significatives dans
1’ organisation des mycorhizes obtenues pour les différents couples
symbioctiques. Dans la présentation de nos résultats, les
mycorhizes de pommier et de merisier seront donc traitées
simultanément,

2. ETUDE MORPHOLOGIQUE EN MICROSCOPIE PHOTONIQUE.

Les observations en microscopie photonique de fragments de
racines colorés par le bleu trypan ou de coupes semi-minces, ont
montré gque certaines racines courtes peuvent é&tre fortement
infectées ( Planche 1, fig. 1) alors que d’autres ne présentent
pas d’endophyte,

De plus sur une méme racine, 1'infection n’apparait pas sur
toute la longueur, il y a juxtaposition de zones infectées et non
infectées.,
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LLa coloration par le bleu Trypan permet de mettre en évidence
la pénétration des hyphes externes dans la racine (Planche 1, fig.
2), ou elles établissent un réseau d’hyphes intercellulaires. Les
vésicules, caractéristiques des associations V.A. sont également
bien visibles par cette technique (Planche 1, figs. 1 et 2).

Sur les coupes semi-minces de mycorhizes colorées par le bleu
de toluidine, 1le champignon ne présente pas une répartition
uniforme dans la racine: 11 est absent de 1’endoderme et du
cylindre central, et seul le cortex renferme 1’endophyte.

D’ une maniére plus précise, 1’organisation du champignon dans
le cortex n’est pas uniforme:

- la zone corticale externe est caractérisée par la
presence d° hyphes intercellulaires de gros diamétre. A ce niveau
les rares hyphes intracellulaires forment des pelotons mycéliens
(Planche 1, fig. 3).

- la 2zone corticale interne renferme des hyphes
intercellulaires et des arbuscules reconnaissables aux treés
nombreuses sections d’hyphes de diamétre varié. Les arbuscules
sont observés jusque dans la couche de cellules corticales la plus
profonde, au contact de 1’endoderme (Planche 1, fig.4).

3. ETUDES CYTOLOGIQUES EN ROSCOPIE ELECTRONIQUE.

Une mycorhize & vésicules et arbuscules présente une
structure complexe puisqu’elle comprend des hyphes externes
diffuses dans le substrat, un réseau d’hyphes intercellulaires,
des arbuscules, des pelotons et des vésicules.

Dans cette étude, nous nous sommes essentiellement intéressée
aux structures intraracinaires, a l’exclusion des vésicules,

1. LES H S IN CELLULAIRES.

Apreés pénétration dans la racine, les hyphes intercellulaires
progressent par les méats ménagés entre les cellules du parenchyme
cortical (Planche 2, figs. 2 et 3). Plus rarement, elles
s’ insinuent directement entre les cellules dont elles dissocient
la lamelle moyenne et écartent les parcois primaires (Planche 2,
fig. 1). Elles présentent toujours un diameétre important (5 a 6
*m).

Le cytoplasme des hyphes intercellulaires peut accumuler du
glycogéne (Planche 2, fig. 1; Planche 3, figs. 1 et 6). Ce
cytoplasme est souvent vacuolisé et renferme une multitude de
petites vacuoles arrondies, bien individualisées et séparées par
leur tonoplaste (Planche 2, fig. 3)., Parfois, elles montrent un
granule de polyphosphate (Planche 2, fig. 3; Planche 3, fig.3).
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Dans les mycorhizes de merisier, les hyphes intercellulaires,
en général peu nombreuses, ne sont pas libres dans les méats mais
sont appliquées sur la surface externe des parois cellulaires
(Planche 2, fig. 3; Planche 3, fig. 4).

Le test PATAg montre un accolement trés étroit, sans hiatus,
entre la paroi des cellules de 1’ héte et les hyphes
intercellulaires (Planche 2, fig. 1; Planche 4, fig.1). Le reste
de la lumiére du méat apparatt vide, ou tout au plus traversé de
quelques fibrilles polysaccharidiques (Planche 2, fig. 1; Planche
4, fig. 1), et les hyphes semblent indépendantes les unes des
autres,

Deux types d’interfaces sont rencontrés, (Schéma 1 p.25)

- Un (type IT 8, schéma 4 p.31) pour la partie accolée des
hyphes & la cellule-héte, et qui comprend: '

le plasmalemme du champignhon,

la paroi fongique,

la paroi de la cellule corticale,

le plasmalemme de cette cellule

- L>autre (type IT 13, schéma 4 p.31) pour la partie libre
des hyphes vers la lumiére du méat, et qui est formé par:

le plasmalemme du champighon,

la paroi fongique,

la lumieére du meéat avec quelques fibrilles,

les parois des cellules corticales bordantes,

le plasmalemme de ces cellules,

Dans les mycorhize ommier, nous avons observé une
différence dans 1’organisation du réseau d’hyphes intercellulaires
et, une évolution de ce dernier paralleéle & celle des arbuscules
intracellulaires.

Dans les zones ou les cellules corticales renferment des
arbuscules vivants, les hyphes intercellulaires, toujours
localisées dans les méats, sont peu nombreuses. Elles sont noyées
dans une substance d’aspect dense qui remplit presque toute la
lumieére du méat et qui ne réagit pas aux tests de mise en évidence
des polysaccharides (Planche 3, fig. 1) et des protéines (Planche
3, fig. 2). Nous n’avons pu préciser la nature de cette substance.

Toutefois, nous avons remarqué dans cette masse dense, la
présence de zones claires faiblement réactives (Planche 3, figs. 1
et 2) qui correspondent a des fibrilles incluses dans la substance
dense.

Dans les zones oU les cellules corticales renferment des
arbuscules dégénérescents ou morts, les hyphes, toujours enrobées
dans une substance dense, sont plus abondantes et peuvent occuper
la totalité de la lumiére des méats (Planche 3, figs. 5 et 6).
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Trois tyvpes d’interface sont rencontrés, (schéma 1 p.25)

- L>interface entre la partie accolée des hyphes et les
cellules corticales est identique & celle décrite pour le merisier
(type IT 8, schéma 4 p. 31).

- Par contre 1’interface avec la lumiére du méat est
modifiée, le vide étant remplacé par la substance dense (type IT
13, schéma 4 p.31).

- Enfin, compte tenu de 1’abondance des hyphes, 11 se crée
des interfaces entre les hyphes (type 1IT 40, schéma 4 p.31)
comprenant

le plasmalemme d’une hyphe,

sa paroi,

la paroi d’une autre hyphe,

le plasmalemme de cette autre hyphe,.

Parfois, entre les deux paroils fongiques se glisse une lame
plus ou moins importante de substance dense. L’ interface
précédente se modifie alors pour devenir (type IT 41, schéma 4):

le plasmalemme d’une hyphe,

sa paroi,

une couche de substance dense,

la paroi d’une autre hyphe,

le plasmalemme de cette autre hyphe.

Dans la zone de contact entre les hyphes intercellulaires et
les cellules de 1’hdte, nous avons réguliérement observé un aspect
crénelé de la surface externe de la paroi fongique, qui semble
émettre des protubérances se fixant sur les cellules de 1’héte., Ce
phénoméne est particuliérement net dans les mycorhizes de pommier
(Planche 3, figs. 2 et 3), ou une couche de substance opagque aux
électrons tapisse le méat.

Dans ce cas, les émissions des parois fongiques traversent
cette couche pour venir au contact de la paroi des cellules de
1’ hote, Elles semblent constituer des points d’ ancrage
privilégiés.

Enfin, pour le pommier, dans 1les zones infectées &gées
contenant des hyphes dégénérescentes ou mortes, nous avons observé
des proliférations internes (Planche 10, figs. 4 et 5). De jeunes
hyphes poussent & 1’intérieur d’hyphes vidées de leur contenu
cytoplasmique, elles apparaissent alors avec plusieurs structures
pariétales concentriques. Nous n’avons jamais observé ces hyphes
vivantes sortir hors du tube” constitué par les parois des hyphes
précédentes, ce qui semble indiquer un confinement de ces
proliférations.
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SCHEMA 1 : HYPHES INTERCELLULAIRES
DIVERS TYPES D’ INTERFACES

matériel dense occupant

188 @spaces entre les
hyphes et les cellules
de 1’hbte

E= ENDOPHYTE H= CELLULE CORTICALE DE L®'HOTE

1) Interface constituée de la juxtaposition é&troite des
parois fongiques et des parois des cellules de 1’hote.

2) Interface présentant une lame de matériel dense séparant
le champignon des parois des cellules de 1’héte. La paroi
fongique émet des protubérances crénelées qui fixent les hyphes
sur les parois des cellules corticales (fleéeches).

3) Interface au niveau d’un méat vide.

4) Interface au niveau d’un méat rempli de matériel dense.

5) Interface entre hyphes intercellulaires.

6) Interface entre hyphes intercellulaires avec du matériel
dense d’enrobage.
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3.2, STRUCTURES ARBUSCULAIRES: ETABLISSEMENT ET
DEGENERESCENCE

LLes cellules de 1’héte qui ne renferment pas d’endophyte sont
tres vacuolisées et, leur cytoplasme est réduit & une mince
pellicule pariétale (Planche 2, figs. 1 et 2).

La pénétration du champignon dans une cellule s’effectue 2a
partir d’ une ramification latérale émise par une hyphe
intercellulaire (Planche 3, fig. 1; Planche 4, fig. 3) gqui perfore
la paroi de 1'hoéte.

Ce processus de pénétration débute par 1’accolement étroit
d’ une hyphe contre la paroci de la cellule-hdte et 1’altération de
la structure pariétale qui parait se désagréger dans la zone de
contact (Planche 4, fig. 1),

Puis la paroi désorganisée dont la résistance mécanique est
diminuée, est refoulée par 1’hyphe qui pénetre dans la cellule
(Planche 4, fig., 2). Le plasmalemme de la cellule-hd6te n’est
jamais rompu (Planche 3, fig. 1).

Dans 1’hyphe de pénétration, 1le noyau occupe une position
apicale comme s’il dirigeait la croissance (Planche 4, fig. 2).

Enfin, au niveau de la perforation, dans la zone de contact
entre 1’hyphe et la paroli de la cellule-h6&te, nous avons observé,
de maniére constante, dans les hyphes, 1la présence de corps

multivésiculaires (Planche 4, fig. 2).

Dans le stade 1initial de la celonisation d’une cellule,
1’ hyphe de pénétration ou tronc de 1’arbuscule” est peu ramifiée,
et ne produit que quelques branches de gros diameétre.
L’ organisation de la cellule-héte est peu modifiée (Planche 4,
fig. 3) puisque 1la vacucle occupe encore une grande partie du
volume cellulaire. Les hyphes intracellulaires se ramifient
ensuite abondamment et forment un systéme de branches finement
divisées qui constituent 1’ arbuscule (Planche 4, fig. 4),.
L’extrémité des branches ultimes montre souvent un cytoplasme
dense de caractére juvénile., Dans les portions plus Agées de
1’ arbuscule, 1le cytoplasme se vacuclise et contient de tres
nombreuses petites vacuoles rondes restant bien individualisées,
caractéristiques des Endogonacées.

Au cours de 1’édification des structures intracellulaires, si
la paroi est perforée, 1le plasmalemme n’est jamais rompu. Les
hyphes de 1’arbuscule sont donc séparées du cytoplasme de la
cellule-h6te par une membrane plasmalemmique (Planche 5, fig. 4).
Elles restent toujours dans 1’espace périplasmique dont
1’expansion forme la matrice (schéma 2 p.28).
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Sur toute la surface développée autour de 1’arbuscule, cette

membrane présente une nette affinité pour 1'acide
phosphotungstique (Planche 7, fig. 1) qui est un bon marqueur du
plasmalemme,

I1 semble évident que la surface du plasmalemme qui borde les
branches de 1'arbuscule est bien supérieure a celle du plasmalemme

périphérique de 1la cellule-héte. Comme il est difficile
d’ apprécier wune surface sur des sections de cellules, nous avons
réalisé des mesures de longueur. Sur le cliché n°® 4 (Planche 4)

nous avons trouvé que la longueur du plasmalemme qul entoure les
branches de 1’arbuscule est 6 fois plus importante que celle du

plasmalemme périphérique. Ceci confirme que la surface de la
membrane périsymbionte est plus importante que celle du
plasmalemme périphérique. Cette surface est encore accrue par la

présence de formations plasmalemmigques, souvent de grande taille,
qui peuvent étre de formes diverses et présenter des structures
tubulaires, vésiculaires (Planche 5, fig. 5) ou un empilement
concentrique de membranes (Planche 5, fig. 4).

L>interface entre les hyphes intracellulaires et 1la
cellule-héte comprend le plasmalemme de 1’hdéte, la matrice, la
parci et le plasmalemme du champighon (schéma 3 p.29).

Nous avons précisé 1’organisation de cette interface a 1'aide
des techniques cytochimiques classiques comme le test PATAg de
mise en évidence des polysaccharides ou 1la coleoration des
protéines de SWIFT.

La paroi des hyphes arbusculaires est fortement marquée par
le test PATAg et la réaction de SWIFT (Planche 6, figs. 1 a 3;
Planche 3, fig. 4).

lLe plasmalemme de 1’héte et les formations plasmalemmiques
sont aussi marqués (Planche 5, fig. 5) par le test PATAg qui
révéle de nombreuses fibrilles polysaccharidiques semblant
associées & ces formations plasmalemmiques (Planche 6, fig. 1).

Les membranes qui forment les plasmalemmasomes du champignon
sont également fortement marquées (Planche 6, figs. 3 et 4) mais
elles ne paraissent pas associées a des fibrilles
polysaccharidiques.

La matrice de 1’interface n’est pas un espace vide. Sur les
coupes contrastées par 1’acétate d’uranyle et le citrate de plomb,
il est déja possible d’y observer des amas fibrillaires, de
nombreuses formations d’ origine plasmalemmique de forme
vésiculaire ou tubulaire, et de fins tubules semblant relier le
plasmalemme et la paroi fongique (Planche 5, figs.3 et 4; Planche
7, fig. 23 Planche 8, fig. 3).

Les amas fibrillaires et d’une maniére plus générale toutes
les formations de la matrice (Planche 6, figs. 1, 2, 4 et B6) sont
fortement marqués par le test des polysaccharides et la réaction
de SWIFT. La double réactivité des fibrilles est 1’indication
d’une nature glycoprotéiqgue.
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SCHEMA =2: PENETRATION DE L' ENDOPHYTE DARS LA
CELLULE-HQOTE.

Lo e I R s

. ENDOPHYTE

I Ll e e e N T N e S

Une hyphe intercellulaire de 1'endophyte (1) émet une
ramification (1’) quil perfore la paroi de la cellule-hdte (2).
Le plasmalemme de 1'héte (3) n’est pas rompu, et la matrice (4>
qui entoure les hyphes intracellulaires est en continuité avec
1'espace périplasmique (5). Le champignon ne pénétre donc jamails
dans la cellule et reste confiné dans 1'apoplasne.

Les hyphes intracellulaires sont recouvertes d’'une couche
d'isolement (6) produite par la cellule-hdte.
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SCHEMA 3 : HYPHES INTRACELLULAIRES
DIVERS TYPES D’ INTERFACES

+  ENDOPHYTE

CYTOPLASME
]

:CELLULE HOTE
1 2

VACUOLE

3

Toutes 1les 1interfaces sont limitées, d’un cbé6té, par le
plasmalemme du champignon, de 1’autre par la membrane
périsymbionte de 1’héte (=plasmalemme).

1) Interface des grosses branches de 1’arbuscule. La couche
d’isolement est particuliérement importante et dense.

2) Interface des petites branches de 1’arbuscule. La couche
d’isolement est réduite & des fibrilles diffuses.

3) Interface des hyphes des pelotons en contact avec la
vacuole. La couche d’isclement est dense. Le cytoplasme est peu
important et 1le tonoplaste est +trés proche de la membrane
perisymbionte.

4) Interface des hyphes des pelotons en contact avec la
paroi cellulaire de 1’hote.
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Autour des fines branches de 1’arbuscule, ces fibrilles
glycoprotéiques paraissent solt libres dans la matrice, soit
fixées par une extrémité sur le plasmalemme de 1’°hdte ou sur la
paroi du champignon (Planche 6, fig. 1). Elles forment alors une
auréole plus ou moins dense autour des hyphes. C'est la couche
d’isolement, classique dans ce type de mycorhize, qui est continue
et bien individualisée autour des grosses branches (Planche 6,
figs. 2, B), ou reéduite a un halo plus ocu moins distinct autour
des branches les plus fines (Planche 6, figs. 1,6; schéma 3 p.29).

Les interfaces sont différentes et 1l’on distingue le type IT
21 pour les grosses branches et le tronc, et le type IT 24 pour
les fines branches (schéma 4 p.31).

Dans les mnycorhizes de ces deux espéces 1ligneuses, les
arbuscules se rencontrent surtout dans les couches profondes du
cortex, a proximité du cylindre central (Planche 4, fig. 3).

Chez le pommier, ce phénoméne est particuliérement net, et
nous avons souvent observé des arbuscules dans des cellules

directement en contact avec 1’endoderme (Planche 4, fig. 3;
Planche 9, figs. 5 et 6).
Parfois, 1’ endophyte tente de forcer la barriere

endodermique. Malis 1’hdte semble réagir en déversant dans les
méats un matériel dense, marqué par le test PATAg et donc
contenant une fraction polysaccharique, qui blogque la progression
du champignen (Planche 9, figs. 5 et 6). Au niveau de 1la
perforation de 1la parol cellulaire, nous observons dans le
cytoplasme fongique la présence d’un corps multivésiculaire
(Planche 3, fig. 6).

La dégénérescence de 1’arbuscule est marquée par la
désorganisation et la disparition du cytoplasme des branches les
plus fines , puis des grosses branches (Planche 4, fig. 5) et
finalement du tronc. Lorsque 1le cytoplasme a disparu, 1l ne
subsiste que les parois effondrées des hyphes (Planche 4, fig. 5;
Planche 5, fig. 23 Planche 8, fig. 2) qui sont toujours treés
réactives.

Les restes fongiques sont encapsulés dans un matériel
fibrillaire marqué par le test PATAg (Planche 5, fig. 23 Planche
8, fig. 2) et la réaction de SWIFT (Planche 10, fig. 3). Ils sont
inclus dans une matrice commune qui forme une sorte de poche dans
la cellule (Planche 5, fig. 2; Planche 8, fig. 2). Au sein de
cette masse d’hyphes mortes, nous avons souvent observé des
éléments membranaires présentant une structure tripartite (Planche
5, fig. 1) dérivant probablement des formations plasmalemmiques de
1’ hoéte.

Dans une cellule renfermant un arbuscule mort, 1’interface
comprend: la membrane périsymbionte, 1la matrice, le matériau
polysaccharidique d’ encapsulement équivalent a la couche
d’isolement, la parcoi fongique. Cette interface est a rattacher au
type IT 25 (schéma 4 p.31).
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SCHEMA 4 : DIFFERENTS TYPES D' INTERFACE DANS LES
MYCORHIZES, MODELE ADAPTE DE BRACKER ET LITTLEFIELD (1973)

symboles: 4 :] cytoplasme du champignon

cytoplasme de 1’'héte
=2 cytoplasme fongique mort ou dégénérescent
. plasmalemme

'///A paroi fongique

N paroi de la cellule-hdte

couche 4d'apposition
PP

matériel polysaccharidique dérivant de
1'héte, du champignon ou des deux

HYPHES INTERCELLULAIRES

INTERFACE HYPHE/CELLULE-HOTE
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HYPHES INTRACELLULAIRES
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3.3, Les modifications cvtoplasmigues dans les cellules
infectées,

L>établissement d’ un arbuscule provogue de nombreuses
medifications dans une cellule héte.

Dans une cellule sans endophyte, le cytoplasme est réduit a
une mince pellicule pariétale, 1’essentiel du volume cellulaire
étant occupé par la vacuocle (Planche 2, figs. 1 et 2)

Dans une cellule renfermant un arbuscule vivant, le volume
cytoplasmique s’accroit considérablement (Planche 4, fig. 4) et
1’ appareil vacuolaire se morcelle et régresse.

Le cytoplasme de 'la cellule-héte est trés dense et contient
de nombreux organites (Planche 5, fig. 3; Planche 7, figs. 3 et
4),

3.3.1, les mitochondries.

Dans une cellule infectée, leur nombre s’est accru par
rappert & une cellule corticale sans endophyte ou on ne peut
observer que de rares mitochondries. Elles forment parfois des
groupements importants a proximité des sections des branches de
1’arbuscule. Elles montrent toujours un systéme de crétes bien
développé (Planche 7, fig. 4; Planche 8, fig. 1) et une matrice
relativement dense,

3.3.2., les plastes.

Les plastes des cellules corticales non infectées présentent
un stroma dense renfermant 4 &4 6 gros grains d’amidon (Planche 3,
fig. 5.

Dans les mycorhizes de pommier ou de merisier, ces plastes
subissent des transformations remarquables. I1ls se présentent sous
une forme trés allongée aux contours 1lobés (Planche 7, fig. B;
Planche 8, figs. 1 et 3). Sur des sections transversales, cette
forme sinueuse peut donner 1’image d’une structure plus ramassée
(Planche 6 fig. B; Planche 7, fig. 5).

Leur stroma apparait dense aux électrons. On observe la
présence d’éléments tubulaires scombres et de plastoglobules
(Planche 7, fig. 4; Planche 8, fig. 3).

Ces plastes sont des leucoplastes.
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La structure interne de ces plastes est particuliérement bien
révélée par le test de mise en évidence des polysaccharides. Les
plastoglobules sont marqués (Planche 7, fig. 6), leur nombre est
variable suivant 1les sections. Le stroma de ces 1leucoplastes
contient un systéme complexe de fins tubules (Planche 7, fig.: 6;
Planche 8, fig. 1), dont les plus fins ne sont pas contrastés par
le test PATAg, tandis que d’autres plus nombreux et d’un diamétre
plus 1important sont trés réactifs (Planche 7, fig. 6; Planche 8,
fig. 1). Nous avons observé des connections entre ces deux types
de tubules (Planche 7, fig. 6; Planche 8, fig. 1). Il doit s’agir
d’un méme systéme ayant des foncticns différentes. Les tubules &
contenu sombre semblent accumuler une substance dense évoluant
ensuite en plastoglobules,

Les leucoplastes évoluent en amyloplastes lorsque 1’arbuscule
meurt (Planche 8, fig. 2). Ces amyloplastes sont d’une taille
inférieure A ceux des cellules corticales non infectées (Planche
3, fig. 53 Planche 10, fig. 5).

Nous n’avons jamais observé d'amyloplastes dans des cellules
abritant un arbuscule vivant,

3.3, L’a

Les dictyosomes sont peu abondants. Ils sont formés par
1’empilement de 5 & 6 saccules. Ils présentent une face de
formation et une face de sécrétion (Planche 7, fig. 3; Planche 8,
fig. 1) qui émet quelques vésicules,

Le test PATAg réveéle 1la présence de rares fibrilles
polysaccharidiques dans les vésicules de sécrétion.

.4 réticul endo ue.

Le réticulum endoplasmique est trés développé. 11 est soit
disposé sous forme de longues travées, souvent paralléles, et qui
entourent les branches de 1'arbuscule (Planche 7, fig. 4), soit
sous forme d’un réseau de tubules (Planche 7, fig. 3).

Les membranes du réticulum endoplasmique sont bordées de
poelysomes qul sont également abondants dans 1le hyaloplasme
(Planche 7, figs. 3 et 4),

Nous avons observé de nombreux contacts entre les travées du
réticulum endoplasmique et le plasmalemme de 1’hote qui borde
1*interface (Planche 7, fig. 63 Planche 8, fig. 4; Planche 9,
figs. 1 et 2). Les travées réticulaires sont alors légérement
renflées et dépourvues de ribosomes (Planche 8, fig. 5; Planche 9,
figs. 1 et 2).

La lumiére de ces travées contient des composés amorphes
marqués qui réagissent au test des polysaccharides. Le contenu de
ces travées semble passer dans la matrice (Planche 9, fig. 2).
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3.3.5. L are vacuolaire

Dans une cellule sans endophyte, 1la vacuole se trouve en
position centrale et occupe pratiquement tout le volume cellulaire
(Planche 2, figs 1 et 2).

Dans une cellule infectée, 1le systéme vacuolaire subit un
remaniement important puisqu’il se morcelle et régresse. Lorsque
1’arbuscule est bien développé, 1’appareil vacuolaire est treés
réduit et n’est plus représenté que par quelques petites vacuoles
(Planche 4, fig. 4).

La dégénérescence des branches de 1’arbuscule puls du tronc,
s’ accompagne d’un accroissement du volume cytoplasmique et de la
régression du cytoplasme (Planche 4, figs. 5 et 6). :

3.3.6, Le noyau.

Dans les cellules infectées, le noyau apparatt plus gros que
dans les cellules dépourvues d’endophyte. Il peut présenter un
aspect lobé et venir entourer les branches de 1’arbuscule (Planche
9, fig. 4).

La chromatine est répartie en amas dans un nucléoplasme
finement granuleux (Planche 9, fig. 3).

!4. T

Comme nous 1’ avons déja signalé dans notre étude en
microscopie photonique, d’autres formations intracellulaires, les
pelotons, sont observées dans les assises superficielles du cortex
racinaire. 1Ils se présentent comme des hyphes de diamétre
important, enroulées dans une cellule.

Les observations en microscopie électronique (Planche 10,
fig. 1) confirment que les cellules contiennent des hyphes de fort
diamétre qui ne sont pas ramifiées,

La réaction de la cellule a la formation d’un peloton est
moins importante que lorsqu’il se forme un arbuscule.

En particulier, 1’appareil vacuclaire reste toujours bien
développé, et le cytoplasme ne s’accroit pas de maniére sensible,
De ce fait, les hyphes sont recouvertes seulement d’un mince film
cytoplasmique avec peu d’organites visibles. Le plasmalemme de
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1’interface est souvent trés proche du tonoplaste de la vacuole
qul nous paratt devoir é&tre incluse dans la structure interfaciale
(Planche 10, fig. 1).

Les plastes renferment de gros grains d’amidon.

La paroi fongique est doublée d’une couche polysaccharidique
(Planche 10, fig. 2). Cette derniére peut étre commune a plusieurs
hyphes si elles sont accolées (Planche 10, fig. 1).

Les hyphes du peloton peuvent se trouver au centre de la
cellule ou en position pariétale.

Nou Quv distinguer deu types d’interfac
(schéma 3 p.29, schéma 4 p.31)

= 1’un pour la partie des hyphes en contact avec la paroi
cellulaire et qui comprend:

le plasmalemme du champignon,

sa paroi,

une couche d’isolenment,

la paroi de la cellule-hdte.

- 1’autre pour la partie des hyphes en contact avec la
vacuole et qui est formé par:

le plasmalemme du champignon,

sa paroi,

une couche d’isolement,

la matrice,

le plasmalemme de 1’interface,

un mince film cytoplasmique,

le tonoplaste et la vacuole,.

Nous avons observé la formation de pelotons dans des cellules
renfermant un arbuscule mort (Planche 4, fig. 6; Planche 10, fig.
3). Les hyphes intercellulaires présentent une double paroi,
témoin de la succession de deux vagues d’infection,

4. DIS S1 ET CO|

Les mycorhizes de pommier et de merisier sont typiquement des
endomycorhizes & vésicules et arbuscules.

Elles présentent de nombreuses caractéristiques communes avec
les associations du méme type quil ont été étudiées dans des
espéces herbacées ou ligneuses (SCANNERINI et BELLANDO 1967, 1968;
PROTSENKO et al., 19713 SCANNERINI 1972; KASPARI 1973, 1975; COX
et SANDERS 1974; OLD et NICOLSON 1975; KINDEN et BROWN 1975 a,b,c,
1976; SCANNERINI et al. 1975; SCANNERINI et BONFANTE-FASOLO 1976,
1979, 1983; STRULLU 1976,1978; BONFANTE-FASOLO et SCANNERINI 1977;
CARLING et al. 1977; BONFANTE-FASOLO 1978; DEXHEIMER et al. 1979;
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HOLLEY et PETERSON 1979; WALKER et POWELL, 1979; BONFANTE-FASOLO
et al. 1981; GIANINAZZI-PEARSON et al/. 1981; GRIPPIOLO 1981;
KARIYA et TOTH 1981; MARX 1981; MORANDI 1981; BONFANTE-FASOLO
1984; BONFANTE-FASOLO et FONTANA 1985; DEXHEIMER et al. 1982 a;
GIANINAZZI et al. 1983; PONS 1984; DEXHEIMER et al. 1985 a, 1986;
JACQUELINET-JEANMOUGIN 1986; BOUDARGA et DEXHEIMER 1988,
KREUTZ-JEANMAIRE et al. 1988 a,b; BOUDARGA 19839; YAWNEY et SCHULTZ
1990). Cependant, nous avons aussi observé des différences
concernant, en particulier, le réseau d’hyphes intercellulaires,

Gréce a 1’utilisation de mycorhizations contrdlées, nous
avons pu disposer d’un matériel standardisé nous permettant
d’effectuer une étude séquentielle de 1’établissement d’ une
mycorhize & vésicules et arbuscules dans une racine.

C’est cette dynamique d’installation et d’évolution que nous
allons présenter, en discutant chaque étape.

% g pénétration des hyphes externes dans la racine

Le stade 1initial de la formation de la mycorhize est la
pénétration dans la racine d’une hyphe venant du sol. Nous n’'avons
pas observé ce stade, mais il a été décrit par plusieurs auteurs.
La pénétration peut se faire suivant trois modalités: soit 1’ hyphe
passe par un poil absorbant, soit elle forme un appresoria et
pénétre dans 1la premiére couche cellulaire (BOULLARD 1968;
SCANNERINI et BONFANTE-FASOLO 1982) ou encore, 1’hyphe infestante
s’accroche & la surface des cellules superficielles de la racine
puis s’ insinue entre deux cellules épidermiques
(JACQUELINET-JEANMOUGIN 1986, chez Gentiana lutea).

Il ne semble pas qu’au cours de ce processus initial il
5’ établisse des mécanismes de reconnaissance du type de ceux qui
ont été décrits dans les mycorhizes éricoides (BONFANTE-FASOLO
1984) ou plus récemment dans les ectomycorhizes (LEI 1988); ce qui
est probablement a relier avec 1’absence de spécificité de
1’infection endomycorhizienne A vésicules et arbuscules.

% les hyphes jintercellulaires

Aprés la pénétration dans la racine, les hyphes colonisent
les méats intercellulaires et établissent un réseau d’hyphes
»intercellulaires”. Elles é&difient ainsi un réseau a partir du
point d’infection.

Le champignon reste toujours confiné dans le cortex racinaire
et ne franchit jamais 1’endoderme. Les divers travaux effectués
sur ce type de mycorhize ne donnent aucune précision sur les
mécanismes qui blogquent le champignon au niveau de 1’endoderme.
Nous avons observé dans les mycorhizes de pommier, des tentatives
de franchissement de la barriére endodermique par des hyphes
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s’ insinuant entre les cellules. La plante-hoéte réagit en émettant
dans le méat des substances qui paraissent bloguer la progression
du champignon. Ainsi, & la barriére passive présentée par les
cellules de 1’endoderme, vient s’ajouter une réaction active de la
racine pour prévenir tout envahissement du cylindre central,

Suivant les assocliations et 1le degré d’ évolution des
mycorhizes, nous avons observé des aspects différents du réseau
d’ hyphes intercellulaires,

Chez le merisier mycorhizé par Glomus Intraradices et Glomus
mosseae , comme cela a été décrit dans la plupart des associations
de ce type (SCANNERINI et BELLANDO 1967, 1968; PROTSENKO et al.
19713 SCANNERINI 1972; KASPARI 1973, 1975; COX et SANDERS 1974;
OLD et NICOLSON 1975; KINDEN et BROWN 1975 a,b,c; 19763 SCANNERINI
et al. 1975; SCANNERINI et BONFANTE-FASOLO 1976, 1978, 1983;
STRULLU 1976, 1978; BONFANTE-FASOLO et SCANNERINI 1977; CARLING et
al. 1977; BONFANTE-FASOLO 1978; DEXHEIMER et al. 1979; HOLLEY et
PETERSON 1979; WALKER et POWELL 1979; BONFANTE-FASOLO et al. 1981;
GIANINAZZI -PEARSON et al. 19813 GRIPPIOLO 1981; KARIYA et TOTH
1981; MARX 1981; MORANDI 1981; BONFANTE-FASOLO et FONTANA 1985;
DEXHEIMER et al. 1982 a; GIANINAZZI et al. 1983; PONS 1984;
BONFANTE -FASOLO 1984 DEXHEIMER et al. 1985 aj 1986;
JACQUELINET-JEANMOUGIN 1986} BOUDARGA et DEXHEIMER 1988;
KREUTZ-JEANMAIRE et al. 1988 a,b; BOUDARGA 1989), 1les hyphes
intercellulaires forment un réseau peu dense dans les méats dont
la lumiére reste vide.

Au contraire, chez le pommier mycorhizé par Glonmus
intraradices, la lumiére des méats est occupée par une substance
dense, dont nous n’avons pu préciser la nature et dans laquelle
nous avons mis en évidence une fraction glycoprotéique.

Les hyphes intercellulaires sont souvent étroitement
appliquées sur la paroi des cellules qui bordent le méat. Ce
contact n’est par fortuit mais correspond & un ancrage des hyphes
sur les cellules de 1*hdéte. En effet, 1lorsque le méat est tapissé
d’une couche d’une substance qui isole les parois, comme chez le
pommier, le champighon émet des protubérances qui traversent cette
couche et fixent 1le champignon sur 1la paroi. Ce phénoméne
d’ accrochage, peu observé, a toutefois déja été signalé par
SERRIGNY (1985), C’est 1’indication qu’il existe une interaction
entre les hyphes intercellulaires et la paroi des cellules de
1’ hoéte. Les méats intercellulaires ne sont pas simplement une voie
de passage inerte, puisqu’il y a mise en oeuvre d’un processus de
fixation du champignon sur la surface cellulaire.

Enfin, et plus particuliérement dans 1les mycorhizes de
pommier, la densité du réseau d’hyphes intercellulaires est
beaucoup plus forte dans les parties &gées, ne contenant que des
arbuscules morts.
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¥ localisation des arbuscules dans la racine

Dans les mycorhizes de pommier et de merisier, les arbuscules
sont particulieérement abondants dans les cellules des assises
corticales profondes proches de 1’ endoderme. Une telle
localisation est classique et a déja été signalée par de nombreux
auteurs (KINDEN et BROWN 1975 a; STRULLU 1978; MARX 1981;
BONFANTE-FASOLO 1984; BOUDARGA 13889).

Nous en proposons 1’explication suivante. Dans une racine, en
particulier chez les végétaux ligneux, les assises corticales les
plus externes sont rapidement dégénérescentes et donc incapables
de réagir a 1'infection par le champignon. C’est d’ailleurs dans
ces couches gue nous avons observé, aprés d’autres auteurs (KINDEN
et BROWN 1975 a et b; BONFANTE-FASOLO et SCANNERINI 1877,
BONFANTE-FASOLO 1978; SWARD 1978; MARX 1981; BONFANTE-FASOLO 1984;
BONFANTE-FASOLO et FONTANA 1985; JACQUELINET-JEANMOUGIN 1986;
BOUDARGA 1989), la présence de pelotons qui ne semblent pas
induire une réaction trés importante dans 1la cellule. Au
contraire, les cellules des couches profondes restent vivantes et
actives; elles réagissent & la présence du champignon qui forme
les arbuscules.

D’ autre part, les photosynthétats et les éléments nutritifs
utilisés par le champighon arrivent par le cylindre central. I1
semble tout & fait logique que 1’endophyte s’installe le plus preés
possible du point d’arrivée de ces nutriments, d’autant que les
tentatives de franchissement de 1’endoderme semblent indiquer un
tropisme de ce dernier vers la source alimentaire,

* La pénétration de Il'’'endophyte dans une cellule corticale

La pénétration de 1’endophyte dans une cellule corticale se
fait & partir d’une ramification d’une hyphe intercellulaire.
Beaucoup plus rarement, nous avons observé le passage direct d’une
hyphe d’>une cellule & 1’autre. Ce phénomé&ne semble courant pour
quelques autres mycorhizes a vésicules et arbuscules (GRIPPIOLO
1981) comme celles de Gentiana lutea, ou JACQUELINET-JEANMOUGIN
(1986) n’a pas observé d’hyphes intercellulaires.

Toutefois, dans la plupart des mycorhizes de type V.A., la
pénétration se fait & partir des hyphes intercellulaires comme
nous 1’avons observé.

Pour certains auteurs, 1la perforation de la paroi et la
pénétration de 1’'endophyte dans une cellule corticale est
uniquement mécanique (HOLLEY et PETERSON 1979). HARLEY et SMITH
(1983) semblent aussi se rallier a cette hypotheése,.

D' autres auteurs pensent que des enzymes fongiques peuvent
préalablement modifier la structure de la paroi de 1’héte. C'est
ainsi que MOSSE (1962) suggére que des pectinases faciliteraient
la pénétration. KINDEN et BROWN (1975 b et ¢) décrivent wune
modification de 1’aspect de 1la lamelle moyenne devant la
progression du champignon, comme si ce dernier émettait des



39

enzymes lytiques. Enfin, JACQUELINET-JEANMOUGIN a remarqué au
niveau des points de pénétration d’hyphes externes dans la racine,
une zone d’éclaircissement du matériel pariétal de la plante-héte.

L>ensemble de ces observations indique que, au moins
localement, a 1'apex des hyphes en croissance, il y a excrétion
d’ enzymes capables de modifier la structure de la paroi.

Nos observations, notamment chez le merisier, confirment ces
interprétations. En effet, nous avons observé, au point de contact
entre 1’ amorce d’>une hyphe pénétrante et la pareci, une
modification structurale trés nette traduisant un début de lyse.

Lorsque 1’hyphe pénétre dans la cellule, elle refoule la
paroi dont la résistance est diminuée par 1’attaque enzymatique.
Dans cette phase, une forte poussée mécanique s’excerce comme
DEXHEIMER et al. (1979) et BOUDARGA (1S89) 1’ont suggéré d’apres
1’ observation de certaines images montrant wune déformation
importante des structures cytoplasmiques,

La pénétration est aussi facilitée par certaines
caractéristiques des hyphes intercellulaires, Nous avons observeé
que ces hyphes adhérent fortement aux parcis des cellules de
1’ héte, parfois méme par 1’ intermédiaire de protubérances
crénelées ou de fibrilles polysaccharidiques qui semblent ancrer
1’ hyphe sur la paroi.

I1 est certain qu’'une scolide fixation du champignon sur la
paroi assure une meilleure efficacité lorsque a lieu la poussée de
pénétration.

Enfin, 1la présence dans 1’hyphe pénétrante de corps
multivésiculaires au niveau de la parol perforée semble liée a ce
phénoméne, méme si la fonction précise de ces formations
(excrétion d’enzymes?) ne nous apparait pas clairement.

La perforation des parois des cellules-hdtes par 1’endophyte
ferait donc appel tout d’abord a une attaque enzymatique treés
localisée, modifiant la structure et la résistance de la paroi,
puis & une poussée mécanique entratnant la rupture de la paroi
affaiblie.

* e développement de ! 'arbuscule et les modifications
plasmalemmiques qu'il] entrafpe dans la cellule—hbte

L’arbuscule est édifié a partir de 1’hyphe pénétrante qui se
ramifie dichotomiquement un grand nombre de fois dans la cellule
(KINDEN et BROWN 1975 a et c; CARLING et BROWN 1982; HARLEY et
SMITH 1983; BONFANTE-FASOLO 1984; BONFANTE-FASOLO et FONTANA

1985).

Le cytoplasme de 1’hote est limité, au niveau des interfaces,
par une membrane en continuité avec le plasmalemme périphérique.
Comme d’ autres auteurs, (DEXHEIMER et al. 1979,

BONFANTE-FASOLO et al. 1981), en utilisant 1la coloration par
1’acide phosphotungstique, nous avons montré qu’il s’agit d’une
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membrane de nature plasmalemmique.

Des travaux récents de GIANINAZZI-PEARSON et al. (19838) sur
la composition chimique du plasmalemme périphérique et du
plasmalemme de 1> interface, ont montré des différences de
constitution. Une fraction glycoprotéique, présente dans le
plasmalemme périphérique, est absente du plasmalemme gqui entoure
le champignon. Ces auteurs proposent le terme de ‘*’membrane
périsymbioctique™ pour désigner le plasmalemme néoformé qui entoure
les branches de 1’arbuscule, L’utilisation d’un nom spécifique
pour désigner le plasmalemme de 1’interface est totalement
justifié mais le terme “membrane périsymbionte® serait plus
précis,

Le plasmalemme de 1’héte n’est jamais rompu et il entoure
toutes les hyphes de 1’arbuscule. Le champignon n’est donc pas
réellement intracellulaire, mais reste confiné a 1’espace
périplasmique dont 1’expansion a formé la matrice. |

Nous signalerons toutefois que dans le cas d’une association
incompatible, Trifolium pratense (. avec un champignon des
endomycorhizes éricolides (Pezizella ericae), BONFANTE-FASOLO et
al. (1984) ont observé la rupture du plasmalemme et la mort de la
cellule infectée.

Compte tenu de 1la surface considérable développée par
1’arbuscule, le plasmalemme de 1’interface présente une surface
plusieurs fois supérieure & celle du plasmalemme périphérique.

Pour COX et TINKER (1976), dans les mycorhizes d’oignon,
cette surface est 2 fois plus importante que celle du plasmalemme
périphérique et son périmétre 3,1 fois. Comme le suggeérent HARLEY
et SMITH (13883), ces valeurs sont probablement supérieures pour
d’ autres endomycorhizes & vésicules et arbuscules. TOTH et MILLER
(1984) calculent un rapport moyen de 0,13 entre 1la surface
protoplasmique et le volume d’une cellule non infectée., Ce rapport
atteint une valeur de 1,275 dans wune cellule contenant un
arbuscule mature. Le volume de la cellule étant resté le méme, la
surface plasmalemmique a augmenté de 10 fois,

Nous avons mesuré, dans une cellule corticale de merisier
infecté par Glomus intraradices, un rapport de 6 entre le
périmetre du plasmalemme de 1’interface et celui du plasmalemme
qui entoure la cellule.

Ces valeurs sont encore accrues par la formation de
plasmalemmasomes (DEXHEIMER et al. 1982a, 1985b; KREUTZ-JEANMAIRE
et al. 1988 b). .

Comme nous 1’avons précédemment signalé (KREUTZ-JEANMAIRE et
al. 1988 b), la surface développée est telle qu’il faut admettre
gue la cellule-héte a produit du nouveau plasmalemme au fur et a
mesure du développement de 1’arbuscule.
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¥ L'interface, zone d‘'échange entre les deux partenaires

La matrice n’est pas un espace vide; divers auteurs y ont
décrit des fibrilles polysaccharidiques et protéiques (DEXHEIMER
et al. 1979; SCANNERINI et BONFANTE-FASOLO 19739) et parfois méme
un matériel dense et granulaire (CARLING et al. 1877).

Dans les mycorhizes de pommier et de merisier, gréce au test
PATAg et & la coloration des protéines de SWIFT, nous avons pu
confirmer la présence de fibrilles glycoprotéiques dans la
matrice. Comme DEXHEIMER et al. (1879) 1’ont déja signalé, ces
fibrilles sont soit libres, soit fixées sur la paroi du champignon
ou sur le plasmalemme et les éléments des plasmalemmasomes de
1’ hote. Nous avons aussi observé des tubules entre le plasmalemme
de 1’ interface et la paroi du champignon.

Ces images évoquent celles 1interprétées par VIAN et ROLAND
(1972), ROLAND (1873), ROLAND et PILET (1974) comme correspondant
3 la mise en place de matériel pariétal polymérisé au contact de
synthétases du plasmalemme. )

Dans le cas des mycorhizes & vésicules et arbuscules, les
fibrilles glycoprotéiques présentes dans la matrice sont
polymérisées sur la membrane périsymbionte, Elles forment un halo
plus ou moins laAche autour des petites branches, mais une couche
épaisse, bien individualisée, autour du tronc et des grosses
branches (schéma 3 p.29). Cette formation pariétale est la couche
d’ isolement, signalée dans la plupart des mycorhizes & vésicules
et arbuscules (BONFANTE-FASOLO et SCANNERINI 1977; DEXHEIMER et
al. 1979, BONFANTE-FASOLO et al. 1981; KASPARI 1975; COX et
SANDERS 19743 KINDEN et BROWN 1975 b, c, 1976; SCANNERINI et
BONFANTE-FASOLO 1979; STRULLU 1976, 1978; KARIYA et TOTH 1981;
GRIPPIOLO 1981; MARX 1981; PONS 1984; JACQUELINET-JEANMOUGIN 1986;
KREUTZ-JEANMAIRE et al. 1988 a et b; BOUDARGA 1989) et qui est
aussi bien représentée dans les mycorhizes des Rosacées ligneuses
gque nous avons étudiées.

La production de la couche d’isclement est habituellement
interprétée (DEXHEIMER et al. 1985 a) comme traduisant une
réaction de défense de la cellule-hdéte contre 1’invasion par le
champignon., Des formations comparables ont aussi été signalées au
cours d’attaques parasitaires (EHRLICH et al. 1971; LITTLEFIELD et
BRACKER 1972).

Les échanges entre les deux partenaires se font donc par la
voie apoplastique (HARLEY et SMITH 1983) et non par la voie
symplastique.

STRULLU (1982, 1986) signhale que cette structure apoplasmique
est constante dans tous les types de mycorhizes. Pour cet auteur,
les interfaces des endomycorhizes et des ectomycorhizes sont
comparables: elles comprennent deux membranes plasmiques, deux
espaces clairs, séparés par une double structure de type pariétal.
Chez les ectomycorhizes, la zone d’apposition intégre la paroi de
1’ hyphe du réseau de Hartig et la paroi de la cellule racinaire.
Che