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Résumé

Des ectomycorhizes de synthese de Afzelia africana Sm./Scleroderma dictyosporum Pat., IR250 et
A. africanalScleroderma sp1 IR406 ont été obtenues en conditions semi-axéniques et décrites aux micro-
scopes photonique et électronique. Les deux types de mycorhizes présentent des morphologies similaires
et des structures caractéristiques des mycorhizes d’Angiospermes.

Les mycorhizes obtenues avec IR250 ont un manteau prosenchymateux avec une épaisseur de 13,6 ym
tandis que celles obtenues avec IR406 présentent un manteau plus épais (30 ym) a deux couches, une
couche externe prosenchymateuse et une couche interne pseudo-parenchymateuse.

L’observation au microscope électronique montre que toutes les mycorhizes présentent un important dépot
de tanin dans le manteau, au voisinage du réseau de Hartig. Les cellules des deux partenaires symbiotiques
sont vivantes et riches en organites cellulaires pour la plupart. Le réseau de Hartig est constitué d’hyphes
labyrinthiques caractéristiques de mycorhizes fonctionnelles. 11 est toujours limité a la premiere couche de
cellules corticales. Par endroit, les cellules corticales de 1’hdte sont dégénérescentes a cause, tres proba-
blement, de la zone de coupe.

Ces caractéristiques anatomiques et morphologiques sont suffisantes pour différencier ces deux types de
mycorhizes induits par deux especes de sclérodermes.
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Comparative structure of Afzelia africana Sm. and Scleroderma Sp.
Ectomycorrhizas

Abstract

Ectomycorrhizas of Afzelia africana Sm./Scleroderma dictyosporum Pat., IR250 and A. africana /Scleroderma
sp1 IR406 have been synthesized in semi-axenic conditions and described under light and electron micro-
scopes. Both kind of mycorrhizas showed similar morphologies and feature structures of Angiosperms
mycorrhizas.
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Scleroderma dictyosporum, IR250 mycorrhizas presented a prosenchyma mantle of 13.6 ym thick whe-
reas Scleroderma spl, IR406 mycorrhizas had thicker mantle (30 xm) composed of two layers, a prosen-
chyma outer mantle and a pseudo-parenchyma inner mantle.

Under electron microscope, all mycorrhizas showed an important tannin layer in the mantle, near the
Hartig net. The cells of the two symbiotic partners were alive with many cellular organelles. The Hartig
net penetration was always limited to the cortical cells and presented labyrinthic hyphae, characteristics of
functional mycorrhizas. Host cortical cells appeared sometime dead, probably due to the section zone.
These morphological and anatomical features are sufficient to differentiate these two Scleroderma species
mycorrhizas.

Keyswords: Afzelia africana, Scleroderma, ectomycorrhizas, synthesis, structure.

Introduction

La plupart des arbres forestiers puisent l'eau et les éléments minéraux du sol par I'intermédiaire
de champignons telluriques associés a leur systeme racinaire. Cette association de type symbio-
tique, appelée symbiose mycorhizenne contribue a la nutrition minérale et hydrique et a la pro-
tection phytosanitaire des racines de 1’hdte (MARX, 1969 ; PERIN, 1991 ; SMITH et READ,
1997). 1l existe deux principaux types d'association mycorhizienne en fonction de leurs caracté-
ristiques morphologiques et des groupes de champignons associés : les endomycorhizes et les
ectomycorhizes.

En zone tropicale, les foréts abondent d'especes endomycorhiziennes (REDHEAD, 1968 ;
THAPAR et KHAN, 1973 ; HOGBERG et NYLUND, 1981 ; NEWBERRY et al., 1988 ;
KHASA et al., 1990). Cependant, quelques essences locales de grand intérét économique (bois
d’ceuvre et de service) sont ectomycorhiziennes comme les Dipterocarpaceae en Asie du Sud-
Est et les especes du genre Afzelia en Afrique (JENIK et MENSAH, 1967 ; SMITH, 1983 cité
par LEI, 1988 ; ALEXANDER, 1985 ; THOEN et BA, 1990).

Les ectomycorhizes sont ainsi utilisées, surtout dans les programmes de reboisement, dans dif-
férents pays, pour améliorer la croissance des plants en pépiniere et en plantation grace a la sélec-
tion de partenaires fongiques efficaces. Ces programmes dits de « mycorhization contrdlée » font
désormais I'objet d'une exploitation commerciale (MARX et al., 1982 ; Le TACON et al., 1997 ;
GENERE et al., 1997).

En Afrique de 1’Ouest, différents travaux (THOEN et BA, 1989 ; THOEN et DUCOUSSO,
1989 ; SANON et al., 1997) ont recensé le cortege fongique associé a Afzelia africana Sm..
Cette espece est une légumineuse tropicale a usages multiples, tres exploitée dans la moitié sud
du Burkina Faso comme fourrage, aliment et bois d’ceuvre. Parmi les champignons recensés,
figurent des especes du genre Scleroderma, connues pour étre des champignons précoces
capables de mycorhizer les jeunes plants (BA, 1990 ; BA et THOEN, 1990 ; SANON et al.,
1997). 1lIs sont par conséquent des candidats potentiels pour la mycorhization controlée.

Au Burkina Faso, au moins quatre especes de Scleroderma (S. dictyosporum Pat., S. verrucosum
Pers., Scleroderma spl et Scleroderma sp2) ont été recensées et isolées a partir de carpophores
récoltés sous des pieds adultes de A. africana ou sous d’autres essences a ectomycorhizes.
Le statut mycorhizien des isolats en culture a été vérifié vis-a-vis de A. africana et d’autres especes
in vitro (SANON et al., 1997). De plus, des essais de mycorhization contrdlée en pépiniere avec
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des souches de Scleroderma dictyosporum et Scleroderma spl ont montré une différence d’effi-
cacité dans 1I’amélioration de la croissance de A. africana (BA et al., 1999). Cependant, toutes
les mycorhizes formées étaient morphologiquement semblables. Dans ces conditions, pour
souches introduites en pépiniere et au champ, différentes méthodes sont utilisées permettant de
les identifier a partir de leurs différentes formes biologiques (mycorhizes, carpophores). Parmi
ces méthodes, la caractérisation anatomo-morphologique des mycorhizes formées a longtemps
été utilisée (DOMINIK, 1969 ; ZAK, 1969, 1971 ; AGERER, 1987) et plus récemment des
outils de biologie moléculaire tel que 1I’amplification génique in vitro suivie de 1’analyse du poly-
morphisme des fragments de restriction (Polymerase Chain Reaction/Restriction Fragments
Length Polymorphism, PCR/RFLP) des régions spécifiques de I’ADN du champignon a permis
une identification du champignon impliqué au niveau inter et intra-spécifique (GARDES et al.,
1991 ; DI BATTISTA et al., 1996 ; GRYTA et al., 1997 ; SELOSSE et al., 1998).

Cette étude a utilisé des criteres morphologiques et anatomiques pour caractériser des ectomyco-
rhizes de A. africana | Scleroderma dictyosporum isolat IR250 et A. africana / Scleroderma spl
isolat IR406 (une espece taxonomiquement voisine de Scleroderma verrucosum) (SANON,1999).

Matériel et méthodes

Obtention des mycorhizes de synthese

Les mycorhizes de synthese ont été obtenues avec deux souches appartenant aux especes
Scleroderma dictyosporum (IR250) et Scleroderma spl (IR406).

La synthese a été réalisée en conditions semi-axéniques dans des mini-rhizotrons (BA, 1990) qui
sont des parallélépipedes transparents en polystyrene (20 x 8 x 2,5 cm) ouvrables sur une face
(RIEDACKER, 1974). En expérimentation, ils sont inclinés de 30 a 45 degrés par rapport a la
verticale, du coté de la face ouvrable, permettant ainsi 1'étude des systemes racinaires.

Les graines de A. africana sont scarifiées et désinfectées a 1'acide sulfurique 95 % pendant 2h
puis rincées a l'eau distillée stérile. Elles sont ensuite mises a germer dans des bacs contenant de
la vermiculite stérilisée (1h a 120 °C) arrosée d'eau distillée stérile et maintenues dans une
chambre de culture (température 35 °C jour/27 °C nuit, photopériode 16h jour/8h nuit, humidi-
té 60-70 %, intensité lumineuse 60W/m?). Les graines pré-germées sont repiquées dans les mini-
rhizotrons remplis d'un mélange de tourbe/vermiculite stérile (1 : 4, v/v) et arrosées avec de I'eau
distillée non stérile. Les plants sont élevés en chambre de culture comme précédemment.

Parallelement, la préparation de l'inoculum et I'inoculation sont faites selon la méthode « paper
sandwich » décrite par CHILVERS et al. (1986). Des implants de champignons sont repiqués sur
du papier cartonné absorbant (papier bisulfitique) placé sur milieu Melin Norkrans Modifié
(MNM) (MARX, 1969) gélosé en boite de Petri pendant 15 jours a 30 °C. Au bout de deux
semaines, les papiers recouverts de mycélium sont appliqués sur le systeme racinaire des plants
agés de 10 a 15 jours ayant colonisé la face ouvrable du mini-rhizotron. Les observations sont
effectuées sous la loupe binoculaire apres 10 jours de contact entre le mycélium et les racines de
A. africana. La couleur et l'aspect du manteau sont notés pour chaque type de mycorhizes. Puis
les mycorhizes sont soigneusement prélevées, nettoyées et rincées a l'eau distillée et conservées
a 4 °C dans le glutaraldéhyde 2,5 % tamponné au cacodylate de sodium (0,1M ; pH 7,2).
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Description anatomo-morphologique et cytologique des mycorhizes

Les mycorhizes fixées sont traitées suivant le protocole décrit par LE DISQUET (1997) afin de
permettre leur observation en microscopies photonique et électronique.

Fixation et postfixation

Les mycorhizes conservées sont placées dans une goutte de fixateur (glutaraldéhyde 2,5 % tam-
ponné a pH 7,2 par du cacodylate de sodium 0,05M) et découpées en petits fragments (1 mm).
Les échantillons sont ensuite transférés dans des tubes contenant du fixateur neuf, dégazés sous
vide et fixés pendant toute une nuit a 4 °C. Ils sont ensuite rincés pendant 1h dans du tampon
cacodylate 0,05M et post-fixés 1h dans le tétra-oxyde d'osmium a 2 % tamponné au cacodylate
0,05M.

Déshydratation et inclusion

A l'issue de la post-fixation, les échantillons sont rincés abondamment a l'eau distillée par
passages successifs dans plusieurs bains, puis déshydratés par transferts successifs de 15 a
30 min dans des concentrations croissantes d'acétone (10 %, 20 %, 40 %, 60 % et 80 %), puis a
90 % et 2 x 100 % pendant 24 h chacun. Les échantillons déshydratés sont imprégnés dans une
série de mélanges acétone-résine a concentration croissante de résine. L'acétone est progressive-
ment remplacé par la résine Epon 812S (TAAB). Le temps d'imprégnation est de 24 h pour
chaque bain. Un passage sous vide est également effectué pour chaque bain d'imprégnation.
L'inclusion est réalisée dans la résine pure dans des moules (JBEM Services INC) et polyméri-
sée a 70 °C pendant 48 h.

Réalisation des coupes

Les blocs obtenus apres polymérisation de la résine sont taillés en pyramides sous la loupe a 1'ai-
de d'une lame de rasoir afin d'isoler 1'objet a couper. Les coupes sont réalisées a 1'aide d'un cou-
teau de diamant (Diatome) sur un ultramicrotome (RMC modele MT-7). Pour les observations
au microscope photonique, nous avons effectué des coupes semi-minces de 0,45 a 0,55 ym. Ces
coupes sont récupérées sur une lame de verre et collées par un 1éger chauffage (sur une plaque
chauffante). Elles sont ensuite colorées au bleu de toluidine a 1 % dans 2,5 % de carbonate de
sodium (NapCO3 ; pH 11,6). Pour 'observation ultrastructurale, des coupes fines (80 a 120 nm)
sont récupérées sur des grilles de 3,05 mm de diametre en cuivre thodié (HR24 Cu/Rh) ou en
cuivre simple (G3 00 HEX). Elles sont contrastées pendant 15 min a l'acétate d'uranyle selon
Valentines (1961), puis 15 min au citrate de plomb selon Reynolds (1963) suivi d'un ringcage
abondant a 'eau distillée apres chaque traitement. Ce double marquage est effectué sous atmo-
sphere confinée dans une boite de Petri contenant de I’hydroxyde de potassium (KOH) déposé
dans un verre de montre pour éviter la précipitation du plomb en présence de gaz carbonique
(COy).

Les observations microscopiques

Les coupes semi-minces sont observées a l'aide d'un photo-microscope II CARL ZEISS en
contraste de phase et les photos sont prises sur un film Ektachrome 160T Kodak (200 ASA).
L'épaisseur du manteau, la profondeur de pénétration du réseau de Hartig et le diametre de la
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mycorhize ont été mesurés a I'aide d'un micrometre gradué sur au moins 20 coupes par échan-
tillon (3 a 4 blocs).

Les observations ultra-structurales sont faites au microscope électronique a transmission (ZEISS
EM 9 S 2). Les photos sont réalisées a 1'aide d'un film de marque AGFA (8/10 cm).

Résultats

Morphologie et anatomie des mycorhizes

Au bout de 5 a 7 jours de contact entre les racines de A. africana et le mycélium des champignons,
il est possible de voir a travers les parois transparentes des mini-rhizotrons, des mycorhizes.

Les mycorhizes obtenues se présentent sous forme de racines courtes (racines latérales d'ordre deux)
entourées d'un feutrage blanc de mycélium. Elles ont une forme pyramidale-monopodiale. Elles pré-
sentent toutes un manteau plus ou moins lisse de couleur blanche avec un réseau de mycélium frin-
gant assez bien développé et sont ainsi impossibles a différencier les unes des autres.

Des coupes transversales de mycorhizes, observées au microscope photonique, permettent
d'avoir une vue d'ensemble de l'organisation de ces mycorhizes présentes apres 10 jours de
contact. Le manteau présente une épaisseur variable de 3 a plusieurs couches d'hyphes (figures
la et 1b). Le réseau de Hartig, en continuité avec le manteau, est peu développé et limité a la
premiere couche de cellules rhizodermiques. Ces dernieres sont allongées radialement. Les
couches internes du rhizoderme et les cellules épidermiques ne sont jamais atteintes. Le réseau
de Hartig présente un arrangement uniserié (figures la et 1b).

Le manteau des mycorhizes obtenues avec la souche IR406 est constitué d'une couche interne de
structure pseudoparenchymateuse (manteau interne) composée de 3 a 4 couches d'hyphes et
d'une couche externe prosenchymateuse (figure 1b). La souche IR250 quant a elle, est caractéri-
sée par un manteau prosenchymateux uniforme de 3 a 5 couches d'hyphes (figure 1a).

L’épaisseur du manteau est de 30 gm pour IR406 et de 13,6 gm pour IR250. Quant a la profondeur
de pénétration du réseau de Hartig, elle est de 19,2 ym pour IR406 et de 19,6 ym pour IR250.

Structure des mycorhizes
A. africana / S. dictyosporum IR250

Le manteau est constitué de 3 couches d'hyphes plus ou moins individualisés. Ces derniers sont
vivants et de forme allongée pour la plupart et présentent des dolipores caractéristiques des
Basidiomycetes (fig. 2a). Certains hyphes extramatriciels montrent des signes de dégénérescence
(les plus externes) a coté d'autres présentant un cytoplasme riche en organites (fig. 2b). Du manteau
partent des hyphes qui s'intercalent entre les cellules corticales de 1'hdte pour former le réseau
de Hartig, lequel présente une structure labyrinthique caractéristique de mycorhize fonctionnelle
(fig. 2a et 2c). L’interface est constitué principalement de la juxtaposition des parois des deux par-
tenaires (fig. 3a). Les cellules corticales sont allongées tangentiellement (fig. 2c). Elles sont vivantes
et contiennent de grosses vacuoles qui occupent un grand volume du cytoplasme, réduisant celui-ci
en un fin film pariétal riche en organites cellulaires (fig. 2a et c, 3a). Par contre, dans certaines zones,
les cellules corticales apparaissent mortes avec des dépots granuleux de tanins (fig. 3b). On note éga-
lement un dépot important de tanins dans le manteau au voisinage du réseau de Hartig.
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A. africana /
Scleroderma sp1
IR406

Dans cette asso-
ciation, les myco-
rhizes  induites
sont différentes
de celles formées
par IR250 du
point de vue de
I’ orgnisation du
manteau. Dans le
manteau externe,
les hyphes pré-
sentent une sec-
tion allongée et
sont pour la plu-
part vivants (fig.
4 aetb). Ils appa-
raissent peu sou-
dés entre eux. Le
manteau interne
par contre est
formé d'hyphes a
section ovale,
plus ou moins iso-
diamétriques et
soudés par un
ciment plus dense
(fig. 4aetc).

Le réseau de
Hartig est vivant
avec cependant
des cellules corti-
cales mortes pré-
sentant des dépots
granuleux de ta-
nins (fig. 4 d).
Comme pour
IR250, on obser-
ve un dépot de
tanins dans le
manteau interne.

22

Figure 1a. Coupe transversale d’une mycorhize de A africana / S. dictyo -
sporum IR250. Le manteau est peu épais et le réseau de Hartig (fleche) est
limité a la premiere couche de cellules corticales (barre d’échelle 9 ym).

Figure 1b. Coupe transversale d’une mycorhize de A africana / S. sclero -
derma spl IR406. Le manteau est constitué de deux couches, une couche
interne (Mi) constituée d’hyphes isodiamétriques et une couche externe
(Me) d’hyphes peu soudés. Le réseau de Hartig (fleches) est limité a la
premiere couche de cellules corticales dont certaines sont completement
entourées par les hyphes (barre d’échelle 9 ym).

Vol. 26, n°S 1 et 2 — Janvier-décembre 2002, Science et technique, Sciences naturelles et agronomie



Figure 2. Ultrastructure d’une mycorhize A africana / S. dictyosporum IR250 (contrastée a
I’acétate d’uranyle/citrate de plomb).
(a) Le manteau (M) est formé d’hyphes vivants soudés par un ciment lache. Une couche importante de tanin (T)
est située a I’interface des hyphes du manteau et celui du réseau de Hartig. Ce réseau (RH) en cours de
formation est également constituée d’hyphes vivants. On note la présence de dolipore (d) caractéristique
des basidiomycetes (barre d’échelle 1 ym).
(b) Certains hyphes extramatriciels (he) sont vides de contenu cytoplasmique (barre d’échelle 0,4 pm).
(c) Les cellules corticales (Cc) allongées contiennent de grosses vacuoles (V) centrales réduisant le cytoplasme
(cytop.) en un fin film pariétal (barre d’échelle 1 ym)
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Figure 3. Ultrastructure d’une mycorhize A africana / S. dictyosporum IR250 (contrastée a

I’acétate d’uranyle/citrate de plomb).

(a) Détail de I’interface cellules corticales de 1’hodte et un hyphe du réseau de Hartig montrant des cellules vivantes
des 2 partenaires riches en organites. Noter la présence de réticulum endoplasmique (Re) (barre d’échelle
0,7 pum).

(b) Réseau de Hartig bien développé et vivant entre des cellules corticales mortes (barre d’échelle 0,7 um).

Discussion et conclusion

Bien que la croissance de la souche IR406 en milieu de culture differe fortement de celle de
IR250, toutes les mycorhizes formées sont morphologiquement semblables. Les mycorhizes de
S. citrinum sur Betula pendula (AGERER, 1987-1996) et celles de Scleroderma sp. sur le chéne
(GARBAYE, 1990) présentent également des morphologies semblables a celles que nous avons
décrites. Ainsi le morphotype blanc pourrait caractériser les mycorhizes de sclérodermes au
stade juvénile.

L'utilisation des seuls criteres morphologiques permet dans certains cas d'identifier I'espece
fongique impliquée dans une mycorhize et surtout les genres (ZAK, 1973 ; MEHMANN et al.,
1995). Cependant, dans le cas de ces deux mycorhizes formées par des souches d’especes diffé-
rentes, il est impossible de les différencier par leur morphologie.

L'analyse cytologique de ces mycorhizes développées sur A. africana a permis de confirmer
qu’elles constituaient des mycorhizes fonctionnelles avec un manteau bien développé et un
réseau de Hartig présentant par endroit des hyphes labyrintiques.

En considérant les criteres anatomiques (organisation du manteau en particulier), il est possible
de différencier aisément les mycorhizes formées par Scleroderma spl IR406, caractérisées par
un manteau externe lache entourant un manteau interne a hyphes plus soudés, de celles de
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Figure 4. Ultrastructure d’une mycorhize A africana / S. Scleroderma spl IR406 (contrastée a
I’acétate d’uranyle/citrate de plomb).

(a), (b), (¢) Le manteau est constitué de deux couches, une couche externe (Me) dont les hyphes sont soudés par
un ciment lache (b, barre d’échelle 0,5 ym) et une couche interne (Mi) a ciment plus dense (a et ¢, barre d’échelle
0,5 ym).

(d) Le réseau de Hartig est constitué d’hyphes vivants et les cellules corticales sont mortes (barre d’échelle 0,6 ym).
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S. dictyosporum (IR250) qui présentent un manteau peu épais a structure prosenchymateuse.
Par conséquent, dans ces conditions, les criteres anatomiques sont utiles afin d'identifier les deux
especes de sclérodermes mycorhizant A. africana.

Toutes les mycorhizes examinées présentent la structure typique des mycorhizes d'Angiospermes
comme le Hétre, le Bouleau, I’Eucalyptus, Afzelia et Brachystegia avec une seule couche de cel-
lules corticales colonisée par le réseau de Hartig (HOGBERG et NYLUND, 1981 ;
ALEXANDER et HOGBERG, 1986 ; BA, 1990 ; STRULLU, 1991 ; DEXHEIMER et al.,
1994). L'organisation du manteau en deux couches (interne et externe) a déja été décrite chez A.
africana et A. quanzensis (HOGBERG et NYLUND, 1981 ; BA, 1990). La présence d'un man-
teau pseudoparenchymateux strict a également été observée chez des mycorhizes blanches d'A.
africana obtenues par piégeage (BA, op. cit.).

Les études ultra-structurales ont permis de montrer que toutes les mycorhizes sont physiologi-
quement actives avec, par endroit, des cellules vivantes des deux partenaires plus ou moins
riches en organites cellulaires.

Les hyphes extramatriciels sont généralement dégénérescents ou morts chez ces mycorhizes
obtenues par synthese. Les hyphes du manteau interne sont généralement vivants et ceux du
réseau de Hartig sont riches en organites traduisant une forte activité mitotique. Cependant, cer-
taines cellules corticales sont mortes. Compte tenu de 1'age des mycorhizes, cela pourrait étre lié
a la zone de coupe. En effet, LEI (1988) a délimité dans 1'organisation longitudinale des myco-
rhizes de synthese de Pinus sylvestris, trois zones : une zone agée présentant des cellules corticales
dégénérescentes ou mortes, une zone sous-apicale sous-jacente courte montrant des cellules corti-
cales vivantes et une zone active avec la présence d'hyphes et de cellules corticales vivants.

Nous avons observé des couches de cellules a tanins a l'interface des hyphes du manteau et du
réseau de Hartig. Cette configuration est fréquente chez les associations ectomycorhiziennes
(MASSICOTTE et al., 1987 ; LEI, 1988 ; PARGNEY et LEDUC, 1990). Ces tanins qui inter-
viendraient dans la coloration des mycorhizes et dans le contrdle de la croissance du champignon
par les cellules radiculaires (MALAJCZUK et al., 1984) sont importants au niveau des myco-
rhizes de synthese si on les compare a des mycorhizes obtenues en pépiniere (SANON, 1999).
Cette accumulation pourrait etre liée aux conditions de culture.
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