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Summary — Comparison of natural ectomycorrhizae between beech (Fagus syivatica) and two
fungi (Lactarius blennius var viridis and Lactarius subdulcis). ll. Cytochemical characterization
of interfaces. Fagus sylvatica/l actarius blennius var viridis and Lactarius subdulcis ectomycorrhizae
were studied cytochemically (PATAg test, Gomori-Swift reaction, WGA-colloidal gold labelling) to
characterize cell wall and matrix components. Different intensities of reaction were observed between
walls of both Lactarius species and according to interfaces in the one mycorrhiza. The mantie—soil
interface of L blennius mycorrhizae was characterized by mucilagenous material rich in chitin. L sub-
dulcis mycorrhizae were infected by an ascomycete whose walls were bordered by an electron-dense
layer. Adecrease of chitin content was observed in the ascomycete walls between the hyphae present
in the mantle and intracellularly. In both mycorrhizae, the PATAg test revealed an accumulation of
glycogen in rosettes along the plasmalemma of the Hartig net hyphae.
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Résumé — Des ectomycorhizes de Fagus sylvaticatactarius blennius varviridis et Lactarius subdulcis
sont étudiées cytochimiquement (test PATAg, réaction de Gomori-Swift, marquage par le complexe
WGA-or colloidal) pour caractériser les constituants pariétaux et les ciments. Différentes intensités
de réaction sont observées entre les parois des deux lactaires et en fonction des interfaces d’une
méme mycorhize. L'interface manteau—sol de la mycorhize a L biennius se caractérise par la présence
d’un mucilage riche en chitine. Les mycorhizes de L subdulcis sont colonisées par un ascomycéte
dont les parois sont limitées par une couche dense aux électrons caractéristique. Une diminution de
la chitine est observée dans les parois de 'ascomyceéte entre les hyphes présentes dans le manteau
et celles qui envahissent les cellules racinaires. Dans les deux types de mycorhizes, le test PATAg
révéle des accumulations de glycogéne sous forme de rosette le long du plasmalemme des hyphes
du réseau de Hartig.
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INTRODUCTION

Le systeme racinaire du hétre (Fagus sylva-
tica L) porte de nombreux types de myco-
rhizes de couleur, de taille et de morphologie
variées. Cette diversité d’'aspect dépend du
partenaire fongique impliqué dans I'associa-
tion avec le hétre. Dans un article précédent
(Prévost et Pargney, 1995), deux types de
mycorhizes & lactaires (Lactarius blennius
var viridis Fr et L subdulcis SF Gray) ont été
décrites. Elles présentent toutes deux une
structure d'ectomycorhize mais chacune
possede des caractéristiques particulieres.
Le manteau fongique, bien développé dans
les deux cas, apparait particulierement pro-
tecteur pour les cellules racinaires dans I'as-
sociation a L blennius. Le réseau de Hartig
esten revanche plus lache que dans lamyco-
rhize & L subdulcis. Cette derniere, de struc-
ture ectomycorhizienne plus classique, pré-
sente la particularité de renfermer un autre
champignon de type ascomycete.

Dans le présent travail, nous nous propo-
sons de compléter cette étude comparative
par les résultats obtenus apres utilisation
de techniques de cytochimie ultrastructu-
rale. Cette approche doit permettre de
caractériser les différentes interfaces des
deux mycorhizes et d’identifier des
composés de type polysaccharide et pro-
téine impliqués, d'une part, dans les struc-
tures des mycorhizes et, d'autre part, dans
les transferts entre les deux partenaires.

MATERIEL ET METHODES

Les mycorhizes sont triées, prélevées et fixées
pour la microscopie électronique a transmission
selon des techniques précédemment décrites
(Prévost et Pargney, 1995). Les coupes destinées
al'observation sont traitées suivant des méthodes
adaptées a la cytochimie uitrastructurale.

Test PATAg

Ce test mis au point par Thiery (1967) met en
évidence des polysaccharides en liaison o (1-4)
ou B (1-4). Les coupes, recueillies sur grilles en
or, sont d'abord plongées a température am-

biante dans I'acide periodique 1 % pendant 30
minutes. Aprés ringage par l'eau distillée, elles
sont traitées par le thiocarbohydrazide a 0,2 %
dans l'acide acétique a 20 % pendant 5 heures.
Les grilles sont alors rincées par de l'acide acé-
tique de concentration décroissante (20, 15, 10,
5 %), puis par de I'eau bidistillée a raison de
deux bains de 5 minutes pour chaque. Les grilles
sont traitées avec le protéinate d'argent a 1 %
pendant 30 minutes a 'obscurité. Aprés rincage
soigneux par I'eau bidistillée, les coupes sont
observées en microscopie électronique a trans-
mission.

Réaction de Gomori-Swift

La réaction de Swift (1968) permet de mettre en
évidence les protéines riches en cystine.

Le réactif se prépare en mélangeant au mo-
ment de 'emploi dans 25 mL d’eau distillée (1),
25 mL de la solution A contenant 100 mL de mé-
thanémine & 30 % et 5 mL de nitrate d’argent a
5 %, 5 mL de la solution B (2) renfermant 10 mL
d’'acide borique a 1,44 % et 100 mL de Borax a
1,9 %.

Les coupes sont recueillies sur des grilles en
or qui sont plongées dans la solution réactive a
45 °C au bain-marie et a I'obscurité pendant 1 a
2 heures (selon le contraste souhaité).

Aprés plusieurs lavages soigneux a I'eau dis-
tillée, les grilles peuvent étre observées en
microscopie électronigue a transmission.

Marquage de la chitine par le
complexe WGA-or colloidal

La lectine de blé (Wheat germ agglutinin) estune
glycoprotéine qui se fixe spécifiquement sur les
residus N-acétyl-D-glucosamines entrant dans
la composition de la chitine. Par complexation
avec l'or colloidal, la lectine fixée pourra étre vi-
sualisée en microscopie électronique a trans-
mission.

La technique s'effectue en plusieurs phases.
Elle débute par la préparation de la suspension
d'or colloidal (Frens, 1973) permettant d’obtenir
des particules d’or de diamétre de 15 & 17 nm.
100 mL d'une solution a 0,01 % d'acide tétra-
chloroaurique sont portés a ébuilition. Au total,
4 mL d’'une solution de citrate de sodium & 1 %
lui sont ajoutés. Aprés 5 & 10 minutes, le mé-
lange, toujours a ébullition, prend une teinte
rouge bordeaux. Aprés refroidissement, le pH
acide de la solution est ajusté a 9,7 (point
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isoélectrique de la protéine) avec du carbonate
de potassium (K-COs) a 0,02 M. Les prises d'essai
du pH doivent étre effectuées dans un tube a hé-
molyse avec 1 mL de suspension d'or et 3 gouttes
de polyéthyléneglycol (PEG) 20000 a 1 %.

La preparation de la solution de lectine s'ef-
fectue en diluant 1 mg de WGA dans 1 mL d’HCI
2,5M.

La complexation de la lectine par I'or nécessite
tout d’abord de déterminer la quantité de lectine
qui permet d’obtenir un complexe stable avecl’or
(Roberts et al, 1983).

Une gamme de dilutions croissantes de lectine
est réalisée a partir d’'un tube de concentration
en WGA de 0,1 mg/L (dilution de moitié jusqu’'a
la sixieme dilution). Pour chaque dilution, un
méme volume d'or colloidal est ajouté puis, une
minute plus tard, 0,1 mL de NaCl, dont le pouvoir
électrolytique est utilisé pour la floculation de I'or
libre. Celle-ci est visualisée par virage de la so-
lution du rouge au bleu. La concentration ou f'or
est totalement couplé a la lectine correspond
donc a celle du dernier tube ne virant pas et
permet de déterminer la quantité de lectine sa-
turant toutes les molécules d'or colloidal.

Aprés mélange des deux solutions, le com-
plexe formé est centrifugé a 15 900 g pendant 50
minutes. Le sumageant, renfermant des molécules
de lectine non associées, est éliminé. Le sédiment
est alors repris par un mélange de tampon TRIS-
chloride 20 mM a pH 7 contenant 0,04 % de PEG
20000 et 0,02 % d'azide de sodium.

Les coupes, recueillies sur grilles en or, sont
mises a flotter pendant 30 minutes sur la solution
WGA-or. Les coupes sont ensuite mises a rincer
2 fois 5 minutes sur du tampon TRIS-chloride
puis sur de I'eau distillée. Le contraste est iége-
rement renforcé par double coloration acétate
d’'uranyle-citrate de plomb réduite a des durées
de 5 minutes chacune.

Un témoin est réalisé en ajoutant a une solu-
tion WGA-or, une solution de N-acétyle-D-gluco-
samine 0,2 M (1:1). Les grilles sont mises a flot-
ter pendant 30 minutes sur cette solution.

RESULTATS
L’ectomycorhize a Lactarius blennius
var viridis

Test PATAg

Extérieurement, le manteau est limité par
une substance fibrillaire peu réactive au

test PATAg (fig 1). Les interfaces du man-
teau externe sont en revanche beaucoup
plus marquées (fig 2). Cette réactivité dimi-
nue progressivement jusqu’au manteau in-
terne (fig 3). Dans I'ensemble du manteau,
le ciment est plus marqué que les parois
fongiques. Les bandes polyphénoliques et
le latex des laticiféres sont denses aux é-
lectrons mais ne réagissent pas au test PA-
TAg. Des rosettes de glycogéne marguées
par le test sont présentes dans de petites
enclaves claires de cytosol, le long du plas-
malemme (fig 3).

Dans le réseau de Hartig, le marquage
des parois des deux symbiotes et du ci-
ment est homogeéne (figs 4 et 5). La limite
interne des parois des cellules corticales
peut présenter un aspect granuleux (fig 5).
Dans les hyphes, le test PATAg révéle des
rosettes de glycogéne regroupées en
plages plus ou moins allongées (figs 4 et 5).

Réaction de Gomori-Swift

Le marguage de la substance périphérique
est peu intense (fig 6). La réaction est plus
importante dans les interfaces du manteau
externe (fig 7) et du manteau interne (fig 8).
Le marquage apparait plus lache dans le
ciment que dans les parois fongiques.
Celles-ci sont fortement réactives dans le
manteau interne (fig 8). Les parois des
laticiferes réagissent comme les
hyphes adjacentes (fig 8). Leur contenu
n'est pas marqué par la réaction de Go-
mori-Swift.

Les interfaces du réseau de Hartig sont
fortement réactives (fig 9). Les parois fon-
giques montrent un marquage différentiel,
en deux strates : l'une, interne, est trés
réactive et elle est bordée d'un fin liseré
plus clair. Le ciment et les parois des cel-
lules corticales réagissent avec la méme
intensité et la limite entre les deux est diffi-
cile & distinguer. Le bord interne des cel-
lules peut montrer parfois des accumula-
tions granuleuses (fig 9).
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Marquage par le complexe {fig 10). Dans le manteau, les parois fongi-
WGA-or colloidal ques de la zone externe ont un marquage
La substance périphérique est bien mar- plus important que celui des zones sous-
quée par le complexe WGA-or colloidal jacentes (figs 11 et 12). Le ciment ne réagit

{
e

Figs 1-5. Mycorhize a L blennius. Test PATAg. 1. Substance mucilagineuse (s) limitant extérieure-
ment le manteau (x 21 000). 2. Interfaces du manteau externe (x 21 000). 3. Hyphes du manteau
interne renfermant du glycogéne (fleches) (x 13 000). 4. Hyphe du réseau de Hartig avec rosettes de
glycogene (fléches) (x 13 000). 5. Interface hyphe (H)—cellule corticale (C) et détail des réserves de
glycogéne (fleches) (x 40 000). (Les traits correspondent a 1 m.)
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pratiquement pas (fig 12). Les parois des la-
ticiferes montrent un marquage comparable
a celui des hyphes adjacentes (fig 13).

Dans le réseau de Hartig, les précipités
d’'or sont visibles au niveau des parois fon-
giques et non pas dans celles des cellules

corticales (fig 14). Toutefois la strate la plus
interne apparait la plus réactive. Le ciment
unissant les deux symbiotes n’est pas mar-
qué. Les hyphes présentes a l'intérieur des
cellules racinaires ont également une paroi
réactive (fig 15).

Figs 6-9. Mycorhize a L blennius. Réaction de Gomori-Swift. 6. Hyphes dans la substance périph-
érigue (s) (x 10 000). 7. Hyphes du manteau externe (x 10 000). 8. Manteau interne avec laticifere
(L) (x 20 000). 9. Hyphes du réseau de Hartig (H) bordant une cellule corticale (C) (x 12 000). (Les traits

correspondenta 1 m.)
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Figs 10-15. Mycorhize a L blennius. Marquage WGA-or colloidal. 10. Marquage de la substance (s)
limitant le manteau externe (x 10 000). 11. Manteau externe (x 19 000). 12. Manteau interne
(x 19 000). 13. Laticifére (L) du manteau interne (x 19 000). 14. Hyphe du réseau de Hartig (H) et
cellules corticales (C) (x 17 000). 15. Hyphes intracellulaires (Hi) dans une cellule corticale (x 17 000).
(Les traits correspondent a 1 m.)
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L’ectomycorhize a Lactarius subdulcis

Test PATAg

Dans le manteau externe, les parois fongi-
gues sont bien marquées et le ciment tres
fortement contrasté (fig 16). Les parois et
le ciment du manteau interne sont moins
réactives (fig 17) ; une différence de
contraste subsiste cependant entre ces
deux structures. Les parois des laticiferes
réagissent comme celles des hyphes adja-
centes. Des rosettes de glycogéne sont vi-
sibles dans des zones claires (fig 17).
Dans le réseau de Hartig, les parois des
deux symbiotes sont bien marquées
(fig 18). Toutefois les strates les plus in-
ternes sont beaucoup plus contrastées
dans les deux types de parois et un liseré
clair entoure la strate dense des parois fon-
giques (fig 19). Le test PATAg révéle éga-
lement des rosettes de glycogéne souvent
réparties le long du plasmalemme (fig 19).
Les hyphes de 'ascomycéte associé a la
mycorhize montrent une paroi stratifiée for-
mée d’'une couche externe trés dense et
d’une couche interne moins réactive
(fig 20). Au cours de la pénétration intracel-
lulaire de ces hyphes, les parois des deux
partenaires sont étroitement en contact
(fig 21). La paroi de la celiule hote, bien que
déformeée, conserve en début de pénétration
son intégrité. Au niveau de la zone de péné-
tration, la paroi fongique montre des strates
supplémentaires plus marquées (fig 21).

Réaction de Gomori-Swift

Le manteau externe montre des interfaces
fortement contrastées (fig 22). La réaction
révele trois couches pariétales d’épais-
seurs différentes : i) une couche interne
trés marquée et épaisse, ii) une couche in-
termédiaire plus claire et large, iii) une
couche externe fine et dense, qui borde le
ciment fongique de réactivité comparable a
celle de la couche intermédiaire. Dans le
manteau interne, le ciment réagit trés peu
(fig 23) ; seules les couches pariétales fon-
giques externe etintermédiaire sont révélées.

Dans le réseau de Hartig, les parois des
deux symbiotes sont réactives (fig 24) ;
toutefois le liseré externe de la paroi fongi-
que est moins marqué que la strate interne.
Le ciment est difficilement différenciable
des parois cellulaires de la racine. Celles-ci
montrent une limite interne souvent granu-
leuse du fait de accumulation de dépbts
d’origine cytoplasmique (fig 24). Des gra-
nulations marquées par le test de Gomori-
Swift sont également bien visibles dans
des vésicules fongiques (fig 24).

L'intensité du marquage des hyphes in-
tracellulaires de 'ascomycéte est variable.
La strate externe qui limite les hyphes est
bien marquée (fig 25).

Marquage par le complexe
WGA-or colloidal

Les parois fongiques du manteau externe
(fig 26), du manteau interne (fig 27) et du
réseau de Hartig (fig 28) sont bien mar-
quées. Les ciments ne réagissent pas.

Les précipités d'or sont également pré-
sents au niveau des parois de 'ascomy-
cete. Le marquage est total sur toute I'é-
paisseur de la paroi lorsque les hyphes
sont dans le manteau (fig 27). Il est limité a
la strate pariétale interne lorsque les
hyphes sont au niveau des cellules corti-
cales (fig 29).

DISCUSSION

L'utilisation des techniques de cytochimie
permet de caractériser les différentes inter-
faces dans les deux mycorhizes.

Les interfaces mycorhizosphére—man-
teau sont trés différentes. Chez L subdul-
cis, le manteau est directement en contact
avec le sol et les hyphes les plus externes
sont mortes et écrasées (Prévost et Par-
gney, 1995). En revanche, I'ectomycorhize
a L blennius est isolée du sol par du maté-
riel mucilagineux qui est toutefois peu sen-
sible au test PATAg et a la réaction de Go-
mori-Swift. La chitine, révéiée par le
marquage WGA-or colloidal, est néan-
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Figs 16-21. Mycorhize a L subdulcis. Test PATAg. 16. Interfaces du manteau externe {x 8 000). 17.
Manteau interne avec grains de glycogéne (fleches) (x 16 000). 18. Hyphes du réseau de Hartig (H)
bordant les cellules corticales (C) (x 8 000). 19. Détail de I'interface hyphes (H)—cellule corticale (C)
et des réserves de glycogene (fleches) (x 16 000). 20. Hyphe d’ascomycéte (A) dans le manteau
interne (x 8 000). 21. Pénétration intracellulaire d'une hyphe d’ascomycéte (A} dans une cellule
corticale (C) (x 64 000). (Les traits correspondenta 1 m.)
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moins bien représentée. Dans d’autres my-
corhizes de lactaires, les deux cas ont été
signalés : une couche mucilagineuse est
présente chez L flexuosus, L piperatus,
L chrysorrheus (Luppi et Gautero, 1967),
L volemus (Voiry, 1981) et L vellereus
(Luppi et Gautero, 1967 ; Agerer, 1987) ;

les hyphes du manteau externe sont direc-
tement en contact avec le sol chez L deter-
rimus (Minzenberger et al, 1986 ; Agerer,
1987) et L picinus (Agerer, 1987).

Les interfaces dans le manteau sont
constituées par les parois fongiques et le
ciment interhyphal. Les tests cytochimi-

Figs 22—-25. Mycorhize a L subdulcis. Réaction de Gomori-Swift. 22. Interfaces du manteau externe
(x 25 000). 23. Interfaces du manteau interne (x 13 000). 24. Interfaces hyphes du réseau de Hartig
{H)—cellule corticale (C) (x 25 000). 25. Hyphe intracellulaire d'ascomycéte (A) dans une cellule
corticale (x 25 000). (Les traits correspondent a 1 m.)
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ques montrent que les parois des deux lac-
taires sont pluristratifiées. Dans le manteau
interne, elles apparaissent formées de
deux strates, I'interne étant beaucoup plus
sensible au test PATAg et a la réaction de
Gomori-Swift. L'augmentation de I'épais-
seur des parois dans le manteau externe
se traduit par un accroissement du nombre
des strates pariétales. La différence entre

JC Pargney, A Prévost

manteau externe et manteau interne se tra-
duit également par une variation sensible
des intensités de réaction au test PATAg :
le marquage des parois fongiques diminue
de I'extérieur vers lintérieur du manteau.
Cette différence a déja été mentionnée
dans d'autres ectomycorhizes (Pargney,
1991 ; Bawadikji, 1993). Elle doit corres-
pondre a I'évolution des structures parié-

Figs 26-29 Mycorhize a L subdulcis. Marquage WGA-or colloidal. 26. Hyphes du manteau externe
(x 10 000). 27. Hyphes du manteau interne (H) bordant une hyphe d’ascomycete (A) et une cellule
corticale (C) (x 17 000). 28. Réseau de Hartig (H) et cellules corticales (C) (x 17 000). 29. Hyphe
d’ascomycete (A) dans une jeune cellule racinaire de I'apex de la mycorhize (x 4 000). (Les traits

correspondenta 1 m.)
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tales qui dans le manteau externe subis-
sent avec le ciment de profondes transfor-
mations aboutissant a I'établissement
d’'une interface plus résistante (Pargney,
1991).

Dans les deux mycorhizes, la WGA asso-
ciée a l'or colloidal marque exclusivement
les parois fongiques. Des travaux précé-
dents (Pargney 1990, 1991 ; Pargney et
Gourp, 1991) ont déja montré que la chitine
n'intervient pas dans la constitution des ci-
ments interhyphaux. Quel que soit le traite-
ment cytochimique utilisé, ces ciments ne
montrent d’'ailleurs pas la méme réaction
que les parois fongiques adjacentes. Selon
la mycorhize, le ciment montre une sensi-
bilité différente a la réaction de Gomori-
Swift : positive chez L blennius, négative
chez L subdulcis. Ainsi, il apparait que
chez L blennius, les ciments du manteau et
du réseau de Hartig sont composés en par-
tie de glycoprotéines alors que chez L sub-
dulcis, la fraction protéique disparait dans
le manteau interne.

Les ciments interhyphaux des manteaux
ont une origine fongique. Des études me-
nées sur des champignons isolés ou lors
des premiers stades d’infection ont pu met-
tre en évidence une couche d’aspect muci-
lagineux autour des parois des hyphes
(Boutekrabt et Pargney, 1991). Cette
couche participe a l'accrochage des
hyphes entre elles pour former le manteau.
L'édification de celui-ci a 'apex de la racine
entraine également l'incorporation de poly-
phénols issus des cellules de la coiffe raci-
naire (Pargney et Brimont, 1995). Ces po-
lyphénols apparaissent alors dans le
manteau sous forme de plages denses aux
électrons entre les hyphes (Prévost et Par-
gney, 1995).

Au niveau du réseau de Hartig, les inter-
faces entre les cellules corticales et les
hyphes réagissent fortement au test PATAg
dans les deux mycorhizes. Les parois des
cellules racinaires et la strate interne des
parois fongiques sont également bien mar-
quées par la réaction de Gomori-Swift. La

couche interne est, comme dans le man-
teau interne, moins réactive. Comme dans
le manteau, la chitine n’intervient pas dans
la composition du ciment unissant les par-
tenaires de la symbiose (Bonfante-Fasolo
et al, 1987 ; Pargney, 1990 ; Pargney et
Gourp, 1991).

Il est communément admis que le cham-
pignon, au cours de son installation entre
les cellules racinaires, démantéle et mobi-
lise les composés pectiques de la lamelle
moyenne (Debaud et al, 1981 ; Massicote
et al, 1987 ; Pargney, 1990 ; Boutekrabt et
Pargney, 1991). Une partie d’entre eux,
non utilisée par le champignon, peut étre
intégrée aux constituants d’origine fongi-
que (Pargney, 1991). Le mode de crois-
sance des hyphes formant le réseau de
Hartig peut également intervenir au niveau
de la composition du ciment. Celui de la
mycorhize a L subdulcis, dont les sections
d’hyphes se succedent sans espace libre
(cf Prévost et Pargney, 1995), suggeére un
établissement progressif, par désolidarisa-
tion et lyse de la lamelle moyenne selon
une action mécanique et une activité enzy-
matique du champignon. Au contraire, les
digitations du réseau de Hartig de 'asso-
ciation a L blennius (cf Prévost et Pargney,
1995) croissent en s’écartant les unes des
autres. Les cellules corticales restent donc
toujours localement en contact entre elles ;
leur lamelle moyenne est, dans les zones
non altérées, en continuité avec le ciment
et la limite entre la lamelle moyenne et le
ciment ne peut étre mise en évidence ni par
le test PATAg, ni par la réaction de Gomo-
ri-Swift. Les surfaces d’échanges entre le
champignon et la plante héte au niveau du
réseau de Hartig apparaissent bien déve-
loppées dans les deux mycorhizes. Dans
Passociation a L subdulcis, le réseau uni-
sérié entoure les cellules corticales sans
laisser de contacts entre elles. Dans l'autre
mycorhize, bien que le réseau soit discon-
tinu, les nombreuses digitations de L blen-
nius offrent des surfaces d’échanges éga-
lement importantes ; cependant, dans ce
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cas, une continuité symplasmique entre les
cellules corticales subsiste.

La présence dans le cytoplasme de
L blennius et de L subdulcis de rosettes de
glycogéne témoigne d’un apport glucidique
d'origine racinaire. Les mitochondries preé-
sentes de part et d’autre de l'interface tant
dans le cytoplasme fongique que dans les
cellules corticales (cf Prévost et Pargney,
1995), révélent une activité physiologique
intense entre les partenaires symbiotiques.
Toutefois le cytoplasme des cellules raci-
naires montre une dégénérescence plus
précoce que celui des hyphes. |l se trans-
forme alors en des dépdts denses aux é-
lectrons le long des parois. Dans les cel-
lules dégénérescentes, les limites des
parois ne sont plus aussi précises ; ceci est
notamment bien mis en évidence par le test
PATAg et la réaction de Gomori-Swift. Cet
aspect de la paroi a déja été mentionné par
Pargney et Gourp (1991) et Bawadikji
(1993) sur d’autres ectomycorhizes.

Linterface que forme I'ascomycéte avec
les hyphes de lactaire ou les cellules raci-
naires est caractérisée par la présence
d'une strate pariétale trés dense limitant
extérieurement les hyphes de I'ascomy-
céte. Lorsque les hyphes sont a l'intérieur
des cellules corticales, cette couche est
bordée d'un fin liseré correspondant au
plasmalemme de la cellule héte. Celui-ci
n’est pas rompu lors de la pénétration de
Fhyphe dans la cellule. Les cellules raci-
naires ne semblent d’ailleurs pas réagir a
cette pénétration : aucune modification pa-
riétale n’est observée au niveau ou au voi-
sinage de la zone de pénétration comme
dans le cas des attaques par des champi-
gnons parasites (Griffiths, 1971 ; Delon et
al, 1973) ; aucune accumulation polyphé-
noliqgue importante ne se développe dans
les cellules, au contact des hyphes de I'as-
comycete. De telles accumulations ont été
décrites dans des ectomycorhizes de syn-
thése de Boletus edulis lors de pénétra-
tions intracellulaires anormales du champi-
gnon (Bawadikji, 1993).

JC Pargney, A Prévost

La mise en évidence de la chitine par le
complexe WGA-or colloidal permet de révé-
ler une évolution des structures pariétales
des hyphes d’ascomycéte : dans le manteau
toute I'épaisseur de la paroi est marquée a-
lors que chez les hyphes intracellulaires
seule la couche pariétale interne l'est. lly a
donc modification de la couche externe
dense dont la chitine est vraisemblablement
dépolymérisée lorsque 'hyphe devient intra-
cellulaire. Des résultats similaires ont été ob-
tenus avec un champignon endomycorhizien
Gigaspora margarita (Grandmaison et al,
1988) : une réduction de la concentration en
chitine des parois est observée entre les
hyphes extra- et intracellulaires, mais aussi
dans les hyphes intracellulaires elles-mémes
en fonction de la position de la ramification
sur l'arbuscule.

En conclusion, les tests cytochimiques
confirment la nature glycoprotéique des in-
terfaces et I'absence de chitine dans les
ciments des manteaux et des réseaux de
Hartig des deux mycorhizes. Des varia-
tions peuvent cependant apparaitre dans
les intensités du marquage en fonction de
la position des interfaces dans la myco-
rhize. Des différences apparaissent égale-
ment entre les deux lactaires, comme par
exemple la couche pariétale interne de -
L subdulcis qui se révele faiblement protéi-
que dans le manteau interne et le réseau
de Hartig.

Dans l'association a L blennius, la
couche mucilagineuse qui limite la myco-
rhize s’avere essentiellement de nature
chitineuse. Elle correspond a une produc-
tion fongique importante qui permet d'éta-
blir une interface manteau—mycorhizo-
sphére nettement différenciée. Ce
mucilage peut constituer une barriere effi-
cace pour la mycorhize et assurer une pro-
tection tant mécanique que chimique. Il
pourrait également faciliter I'installation de
la mycorhize en permettant une meilleure
pénétration dans le sol. Son réle vis-a-vis
des microorganismes de la rhizosphére
doit étre aussi envisagé.
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Enfin, les tests cytochimiques révélent la
présence de glycogéne dans le cytoplasme
fongique essentiellement du réseau de
Hartig. Ces accumulations le long du plas-
malemme confirment les échanges entre
les deux partenaires. Elles pourraient ser-
vir de marqueurs du flux de glucides trans-
férés au champignon et permettraient de
suivre les variations de ces apports au
cours des différentes saisons.
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