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INTRODUCTION

Le thalle des Cha.mpignons est construit à partir d'axes ramifiés qui

croissent côte à côte mais ont tendance à s'écarter les uns des autres et,

en conséquence, à envahir uniformément le substrat. Des corrélations

s'exerçant par voie interne et par voie externe assurent un développeme~t

ha.rmonieux de l'orga.nisme tout entier. Dans le groupe des Septomycètes,

au moins chez les espèces les plus évoluées, des organes massifs assurant

la reproduction ou la propagation se différencient au sein du ~ycélium ;

ils sont édifiés par des filaments qui se rassemblent et établissent entre

eux de nombreux contacts. L'agrégation chez les Champignons correspond donc

à l'établissement de rapports privilégiés entre les .filaments. Nous eXllmi

np,rons un peu plus en détail quels organes sont mis en place à la sui~e du

fonctionnement de ce processus et, au moins pour certains d'entre eux,

quel est le mécanisme de leur morphogenèse.

A - L'AGREGATION CJmZ LES CfDl\WIGNONS.
=======:======~==~==~=====~========

Le mode de dissémination le plus couramment utilisé par les Chnmpi

gnons fait intervenir des spores, cellules isolées ou groupes de cellules,

nées par mitose ou à la suite de méiose, qui se séparent de la plante m~re

et sont susceptibles de donner naissance de manière indépendante à de

nouveaux individus (GAfu,Uu~~, 1928). Chez les espèces considérées co~e lOG

plus évoluées, les spores prennent très souvent naissance ùans des organes

pluricellulaires, souvent massifs (corémies, carpophores, stromnl'l), dont

la formation peut suivre deux processus fondamentaux (GA~\~, loe. ~~S

nUnNETT, 1968). Dana le premier, de type EYEPhogène, ils sont formés par

l'agrégü.tion de filaments qui croissent dans la même direction ou convergeni.

s'entremêlent, deviennent coalescents et éventuelleJ,Hmt fusionnent. ~ans le

deuxième, de type méristo~è~, une cellule ou des cellules voisines d'un

même filament se cloisonnent dans les trois directjons de l'espace; ce

mode de for..nation se rapproche beaucoup des processus d'éllification des

tissus chez lea végétaux et animaux supérieurs. En schématisant il J' f~xtrê~!I:!:

le;,; struct.ures n.grégées du premier t)'Pe sont construites à 13. suite du
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rassemblement de filaments nés indépendamcent les uns des autres ; celles

du second type résultent de la prolifération de cellules qui ne se séparent

pas les unes des autres mais établissent entre elles des contacts dès leur

individualisation.

lhis, les Champignons sont également capables de Se propager par le

simple jeu de la croissance des filaments et d'envahir progressivement des

substrats constitués de débris végétaux morts (vie saprophytique) ou de

végétaux vivants (vie parasitaire). En plus de cette progression à

l'intérieur des tissus, qui est constamment ralent.ie du fait même de l'orga

nisation de la plante, certaines espèces peuvent progresser à l'extérieur

de l'hôte. Quelques-unes sont capables de croître sur des organes aériens,

feuilles ou tiges : ce sont, par exe~ple, des Basidiomycètes du genre

Rhizoctonia (~. ~lani KÜhn) dont les filaments isolés progressent à la

face inférieure des feuilles parasitées, sur les p6tioles ou sur les tiges,

ou du genre lhrasmius qui s'étalent de la même manière que précédemment

à la face inférieure des feuilles ou se propagent sur des distances beaucoup

plus grandes grâce à des organes constitués de fila.ruents agrégés du type

crin ou télépode : M. e~uicrinis Muell.,ou du type himantium : M. scand~ll~

~ssee(JACQUES-FELIX, 1967). D'entres espèces sont strictement hypogées

et progressent soit librement dans le sol, soit à la surface des racines,

soit, enfin, entre le bois et l'écor~e ; la propagation met en jeu des

filament,s isolés (Ophiob,Q}us g,ra.r.Jin~ Sace.) ou, le plus souvent, agrégés

au sein de structures plus ou moins hautement organieées, appelé~s

rhizomorphes, dont la formation peut suivre l'un ou l'autre des processus

symphogène ou roéristogène décrits pr8céden~ent. On peut définir un rhizo

morphe comme un organe issu de l'agrègation des filaments mycéliens et des

ra.meaUY qu'ils portent, de fonne allongée, cylindriqu~ ou rubu.nnée J

de structure très polarisée, assurant la propagation du Champignon ù

l'extérieur de l'hôte ou entre le bois ct l'écorce.

Ce mode de croissance ,qualifié "d'épiphytique" par GARRETT (1956),

pcnnet de surmonter les obstacles dus à l'organisation des ti SElUS de lu.

plante ; il t\ été adopté par des espèces qui, bien qu'appartenant à. des

groupes systématiques différents, ont évolué de la même manière pour

s' ndapt.sr à. des conditions écolog:i que,oS particuliÈ,'res 0 La croiss:\!lce

ft §piphyt,iquc" l~f.i.r3cté:dse llinsi uu group~ dû parr,..s:it.es qui vivent dans le

sol uniqucrrtcnt. en présence d'hôtes SE-us:iùl(!s ei:. qui, bien que possédant

GouYent llilC reproduction sexuée, assurent leur propagn.tion presque uniqt.l(>

ment pur ,"oie végétative nu IllOYCll dC'2 rhizcmorphes.
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Nous citerons, pour être complet, un autre type d'organe assurant

la propagation par voie végétative; c'est le sclérote qui diffère du

rbizomorpbe par le fait que l'agrégation conduit à. des organes de forme

sphérique, assurant la conservaticn ùe l'espèce. Ils peuvent être construits,

de même que les structures agrégées décrites précédemment, selon les proces

sus symphogène ou méristogène (TCVlNSEND et WILLETS, 1954).

Notre travail ayant po~~é sur une espèce édifiant des rhizomorphes,

nous ferons maintenant le point des connaissances acquises sur le mode de

formation de ces organes.

B - L.A.. MORPHOGENESE DES RHIZOMORPIŒS - MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE.
~~=~=====~c====~=========c~===~==~====~=c=============~==========

1 - Etude morEhologigue de l'édification des rhizom0r,Rhes.

La morphologie des structures rhizomorphiques a été étuàiée chez

d'assez nombreuses espèces. lmlgré leur diversité, Tffi1NSEND (1954) a pu

les classer en quatre grandes catégories, selon leur degré d'organisation.

Dans le type le plus simple, des filaments tous identiques sont si~plemcnt

juxtaposés les uns aux autres dans des faisceaux présentant une structure

homogène; c'est le type réalisé chez le Merulius lacr~~ns (Jacq.) Fr.

La. structure peut. devenir plus complexe par suite d'une répartition hétéro

gène des hyphes au sein des faisceaux (type Co] lyhia platyphylla (Fr.)

~uélet) ou de l'apparition, en certaines ~one6 seulement de l'agrégat, de

différenciations portant sur le diamètre des filruments ct sur l'épaisseur

des parois (type ~liota bispore Schneff. et Moll.). Las deux modifica

tions précédentes se manifestent simultanémeni , dans les rhizomorphes les

mieux organisés, qui apparaissent alors comme des structures complexes

formées de couches concentriques présentant des caract.ères anatomiques bien

détel~inés (type Arrnillariella ~llea (Vahle) Karst.).

GARRIrrT (1960) s'est attaché à classer les rhizomorphes en tenant

compte essentiellement des processus qui dirigenl leur édification.

Les rhizomorphes vrais, selon GAIlHETT, se forment iL partir d'un orgClDf'

apical semblable ù un méristème; ils ont été décrits chez ItArm~~lla

Jl1cllca (IŒEFEL.lJ, 1877 - GUII ,I..Am,rIN, 1967 - HO'l'TA, 1967, 1969 n. et h) et,

chez le ~haero~t.5.Jhe Eepens. B. et Br. (GU Il,U'Œr1IN, 1970 a et h, 197'1).
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La zone apicale a été bien étudiée du point de vue anatomique. Selon

GUILLAUMIN (loc. cit.) la structure filamenteuse reste apparente dans la

région mJristéma.tique de l' A. mellea, alors que, chez le .ê.. repens, elle

est constituée de petites cellules isodiamétriques, se divisant dans les

trois directions de l'espace, et ressemble tout à fait aU méristème des

végétaux supérieurs.

Aux rhizomorphes vrais, GARRETT oppose les cordons mycéliens ("strandsft

qui sont édifiés progressivement par l'acquisition d'une structure de plus

en plus organisée. Les principales espèces étudiées du point de vue

morphologique sont le B~lct.us elegans Schum. (rrOw, 1940), l'Helicobasidium

pUrpureum (Tul.) Pat. (VALDEH., 1958), le Merulius lacr;ymans (.Jacq.) Fr.

(BUTLER, 1957 et 1958), le Paxillus panuoides Fr. (FINDLAY~ 1932), le

Ph~atotrichum omnivorum (Shear) Dugg. (ROGEr~ et WATKINS, 1938), le

Psallioi.o. bispora Schaeffer (MATHEW, 1961) et le Psa.J.1iota cn.mpestri~

Quélet (REIN, 1930 - GARRETT, 1954).

Les cordons mycéliens sont formés au sein d'un mycélium fait de

filaments libres ou d'hyphes déjà. agrégées en faisceaux. Leur édification

met en jeu deux processus différents. Dans le premier (type nelicol)asidit~

sP.), des axes provenant de l'arrière s'accolent à des axes déjà existants,

établissent entre eux des anastomoses et s'accrochent les uns aux autres

par des ramifications en crochet (VALDER, 1958). Dans le seconn type, un

axe cu un groupe d'axes déjà agrégés donnent naissance a des rameaux qui

restent collés à ces axes et construisent autour d'eux un manchon d'hyphes

de petit diamètre (type !~rulius lacr~ans, BUTlER, 1957 et 1958).

Les mécanismes qui conduisent à la formation des rbizomorphea vrais

et des cordons mycéliens correspondent. respectivement aux proce~sus méris

togène et sJII1phogène décrits au début de cette introduction. Dans le

premier cas, la structure agrégée définitive est très rapidement acquise

à. partir ù'une zone méristématique ; dans le second, le rassemblement des

filOJ.llents en faisceaux est séparé, duns le temps, des différenciations

cellulaires qui se manifestent au sein de l'agrégat et cond.uisent à ln.

st.ructure de l'orga.ne adulte.

les espècea susceptibles de foT"tler des rhizomorphes sont. également

toutes capables d'éùifier un tha.lle non agrégé. Il convient donc d'exli.L1illcr

ltlûintenant dan::; quelles c~mditioJls up!)araisscnt les st.ructures agrégées?
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2 - Les conditions d'apparition des rhizomorphes.

a - Les conditions externes.

TOWNSEND (1954) et GARRETT (1960) ont écrit que certaines espèces

différencient leurs rhizomorphes dans des milieux nutritifs gélosés

lArmillariella mellea, Ph,'matotrichun], omnivorum) alors que d'autres ne

peuvent le faire que si l~ croissance s'effectue d'un milieu nutritif à

un mi lieu non nutritif (l.eptoEorus lignosus, Merulius ~I.::œ!ans). Nous

verrons que cette distinction n'est pas justifiée car il suffit parfois de

codifier légèrement la composition du substrat nutritif pour obtenir, en

culture Bur milieu gélosé, des structures agrégées à partir d'espèces

considérées comme appartenant au deuxième groupe. Signalons toutefois que

le passage d'un substrat nutritif à un substrat non nutritif correspond

aux conditions naturelles de formation des rhizoillorphes qui se propagent

dans le sol à partir d'une masse ligneuse exploitée par du mycéliUI:l non

agrégée.

La différenciation des structures rhizomol~hiques est, comme tout

phénomène biologique, influencée forte'!lent par le };lilieu eZlYironnant. Les

conditions de température, d'humidité, d'éclairement et. de pH du substrat

qui permettent l' agréga-Lion sont des caractères spécifiques qu'il est

inutile de décrire en détail. En général, les rhizomorpncs se forment

d'autant plus facilement que la température est voisine de la température

optimale de croissance du ~ycéli~ non agrégé, que lrhu~idité est plus

forte et que le pH est voi~in de la neutralité ou légèrement acide (inter

aliaTOWNSEND, 1954 - MAC DONALD et CART'l'ER, 1961). La lUli1ÏÈ:re 0. tendance

à ralentir la croissance des rhizomorphes sans inhiber leur initiation

(TO\iNSK~, 1954).

Pour les espèces susceptibles de différencier des structures agrégées

dans des milieux gélos8s, la formation des rhizo~orphes egt conditionnée

par la composition du milieu nutritif, en particulier, par les quantités

de carbone ct d'azote disponibles, et par leur rapport re Iatif (GAllRETT,

1953).

b Les conditions internes.

L'influence des conditions internes sur la différenciation des

rhizomorphcs est encore mal connue. Cependant, les résultats o~tenus

jusqu'à m<\Ïntenant tenùent tous à. prom~er qU~ les structures agrégt~es ne
~

peuvent se former qu'après l'édificction d'U~1 thalle non agrégé et se~l}err:.~:lt

quand cE!lui-ci a. atteint une mo..ss~ critique d0tcrminée.
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Cette dépendance vis-à-vis du mycélium non agrégé apparaît directement

pour les espèces susceptibles de différencier des structures agrégées en

culture sur milieu gélosé. Ainsi, des études effectuées par SNIDER (1959)

sur le développement de l'Armillariella mellea, il ressort que le premier

stade de la morphogenèse est uniqueoent mycélien et se termine par l'initia

tion, loin en arrière des apex en croissance, des microsclérotes, organes

à partir desquels l'apex du rhizomorphe se différencie et émerge.

GARRETT (1953) a montré que le nombre d'initiales apparues et le nombre

de rhizomorphes en croissance active sont imposés par des corrélations

d'ordre trophique.

Plus précioes encore eont les conclusions de GUILLAUMIN (1970 b, 1971)

au sujet du Sphaerostilbe ~pens. Comme précéde@illent, la formation des

rhizomorphes est impossible tant que le mycélium n'a pas atteint une masse

critique. Il se produit, ensuite, au sein du mycélium non agrégé, une

différenciation interne qui se traduit, pour les cellules qui l'ont subie,

par un raccourcissement du délai nécessaire iL l'apparition des premières

ébauches .. GUILLALÀill{ interprète ces phénomènes en faisant intervenir un

événement quali"L{',tif au sein du mycélium juvénile non agrégé, qui serait

sous la. dépendance d'une substance à. Geuil. Cette hypothèse, qui perQot

d'expliquer l'ensemble des résultats expérimelltau.~,n'apas encore reçu de

preuve directe.

Lorsque les rhizomorphes sont formés à partir d'une base nutritive sur

un milieu non nutritif, leur différenciation n'est possible que si cette

ba.se renfenne une quantité suffisante de réserves alimentaires .. Jur;qu'à

maintenant, on a. toujours expliqué cette action en faisant inter"lenir

uniquement la quantité de résel~es nutritives présentes dans l'inoculum.

De ce que nous avons dit précédemment, il ressort que, en plus de ce

fa.cteur, pourrai.ent agir la masse et. l'état du mycélium non ngrégé qui

exploite la base nutritive et donne naissance aux rhizo~orphes..

Dans le cas des rhizomorphcs vra.is (Armilla.riella r:l~lle~ ct

Sphn.~r.ostilbe rep~), il existe une exception il. la règle qui suborùonne

l'agrégation a. la présence d'une m.asse critique de mycéliULl libre .. F.n

effet, ln différenciation e,s-j;. si foriè au niveau des zones mé:cistématiques

que celles-ci peuvent pournuivrc leu~ croissance SOUE fo~e agréGée mê~e

quand elles sont sépnrées du tllc.l1c-i'10re ÙOi1.-t elles partent (CA!.fPIŒIL, 19a'1·
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GUILLAUMIN, 1967). Remarquons cependant que le maintien de l'état agrege

reste lié aux dimensions du fragment repiqué ou séparé du thalle-mère, ce

qui lai/:3se entrevoir, là.. encore, une action de masse.

3 - Le déterminisme de la formation des rhizomorphes.

Jusqu'à maintenant, la question fondamentale qui se pose li. propos de

la formation des rhizomorphes n'a pas été résolue. On ne sa.it pas encore

quelles sont les modifications internes qui conduisent,à un stade bien

précis du développement et dans des conditions de milieu déterminées, les

filaments à s'agréger en faisceaux alors qu'auparavant ils s'allongeaient

en restant apparemment indl~pendants les uns des autres.

Plusieurs auteurs ont pensé résoudre le problème en modifiant la

composition des milieux de culture de manière li. mettre en évidence des

substances qui f~vorisent la différenciation des rhizomorphes.

WEINHOrn (1963, 1964) a montré que les rhizomorphes de l'.!!:.m.J)la.riella

melle~ ne se différencient pas dans un milieu synthétique contenant, en plus

des sels minéraux, un sucre, un acide aminé ou un sel d'wmaonium et de la

thiamine. Ce résultat a été confirmé par PENTLAND (1963)0 L'initiation de

nombreux rhizomorphes peut être obtenue en apportant aq substrat des

substances D.<lturel1es (extrait de malt, extrait de levure, ext.raits aqueux

de végétaux ligneux) ou de3 substances pures telles que l'éthanol

(WEINHOI.J), loc. ill.), des acides gras (MOODY, GARMWAY et WEINHOLD, 1968,

1970, 1972) ou des composés liés à. la chaîne de syrlthèse du trJ7tophune

(GArulA11AY, 1D69). Dans une série d'études effectuées de 1965 Ù 1968,

GA...TL.l1,AWAY et WEINHOW ont abouti il. la conclusion que ces différents facteurs

agissent vraisemblable~ent au niveau de la synthèse lipidique.

MORQUER et ses collaborateurs (1969 a et b, 1972 a et b) ne sont pas

d'accord avec cette interprétation. Les souches du ~tocybe ~e~lea (Vahl.)

Ricken qu'ils ont utilisées sont capables d'initier des rhizomorphes en

l'absence d'éthanol. Pour ces auteurs, le déterminisme biochimique de la

morphogenèse des rhizomorphes serait lié essentiellement à la structure

stéréochimique de la source carbonée ct il. la nutrition azotée.

D'autres auteurs ont étudié les relations entre la différenciation des

rbizomorphes ~t la présence d ro:l\.-ygène da.ns le mi lieu ambiant chez

l'A. mellcû:. (lfutc JACQUES-li'ELLX, 19G8 - Gnlfi"'D~, 1971) et chez le

SE,hllerostilbc rcpe.~ (GUILIAU1tIN, 1970 b, 1971). ks rhizomorphes rln ce;;
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deux espèces ne peuvent appara~tre dans des milieux anoxiques mais ils ne

peuvent pas non plus poursuivre leur croissance dans un environnement riche

en oxygène. Les rhizomorphes qui arrivent au contact de l'air, hors du

substrat nutritif, bnulisscnt et s'arrêtent de croître chez l'A. mellea, se

transforment en corémies chez le.ê,. rep~. SMITH et GilIFFIN (1971) ont

donné une explication de ces résultats apparecrment contradictoires. L'oxygène

est effectivement nécessaire A l'initiation et A la croissance du rhizomor

phe ; il est apporté aux cellules de l'apex par le canal médullaire. Si la

zone apicale est en contact A l'extérieur avec un environnement riche en

oxygène, lm pigment brun, différent des mélanines, est fonné sous l' nction

de la p-diphényloxydasji!. Ce pigment s'accumule dans les espaces intercel

lulaires et provoque l'arrêt de la croissance.

Ces résultats, malgré leur précision, ne permettent pas d'avancer
fluant

d'hypothèse générale/au déterminisme de l'agrégation. Il est vraisemblable

que les phénomènes étudiés ne représentent qu'une pa~~ie des variations du

métabolisme qui aboutissent A la différenciation ou même simplement

l' ac cornpagllellt •

Ln seule étude qui apporte un début d'eÀ~lication au rassemblement des

fil~mcnts en faisceaux est celle de lhe WATKINSON (1971 a et b). Elle a

montré, en effet, que la formation des cordonnets du UeruU us, lacrpiws est

déterminée par l'excrétion de substances nutritives par les hyphes conduc

trices, substances qui jouent un rôle attractif vis-A-vis des rameaux

qu'elles émettent et lec incitent à rester étroitement accolés aux faisceaux

de filaments conducteurs dont ils partent.

4 - Conclusions.

L'étude bibliographique que nous Venons rte préeenter montre que si

l'on connaît bien les mécanisCles morphologiques qui conduisent à la formatior.

des rhizomorphes, on connaît très peu de choses sur le déterminisill.ol de ..

l'agréga.tion des fila.ments. Le problème fondamental consiste à expliquer

pourquoi les filaments, au lieu de s'écarter les uns des autres, restent

accolés et constituent des faisceaux, soit pnr coalescence d'axes voisins,

soit par coa.lescence entre un axe ou un groupe d'axes et les ramcn.ux

auxquels ils dOfulent naissBnce.
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Des structures agrégées autres que les rhizomorphes sont construites

selon le même processus. Les corémies sont des organes aériens dressés

porteurs de conidies issus de l'agrégation des filaments. Celles du genre
Corda

Doratomyces/(BIlETON, 1971 o.) se différencient à partir d'tm seul filament

qui ùonne naissance à deux types de ramca~~ : les uns, acroscopiques par

rapport à la cellule-mère et ascendants s'orientent dans le sena de l'axe

dont ils partent ; les autres, basiscopiques et descendants, se dirigent a
l'opposé de l'axe. Ces rameaux restent accolés aux filaments dont ils

partent et sont à l'origine de la formation d'un organe cylindrique, aérien

et dressé, qui porte des conidies à la fin du cycle de développement.

Les études morphogénétiques de la formation des rhizomorphes, bien que

peu nombreuses, mettent toutes en évidence des corrélations entre le

mycélium non agrégé et les rhizomorphes qui en soni issus. Des corrélations

du même type existent aussi chez le Dorato~~ sp. En effet, des jeu~os

corémies isolées du thalle-mère sur lequel elles sont apparues, ne peuvent

poursuivre leur cl'oisso.nce que si elles restent en contact avec un fragment

de cycélium non différencié (BRETON, 1971 b).

Jusqu'à maintenant, l'influence du mycéliuo non agrégé a presque

toujours été interprétée par ùes phénomènes d'ordre trophique. Chez le

.Corticium rolfsii (Sace.) Curzi, les compétitions alimentaireR entre centres

de croissance ne suffisent pas à expliquer ln morphogenèse des structt!res

agrégées. Eu effet, GOUJON (1968 à 1970) puis GEIGER et GOUJON (1970) ont

montré que la sclérogenèse est déterminée par Ulle substance morphogène qui

est transportée po.r le canl',l des filaments et permet d'expliquer, avec les

corrélations trophiques, l'ùnsemble des phénomènes de développement d1J.

c. rolfsii. Cet exemple montre que des facteurs de type hormonal peuvent

intervonir ùans le développement ùes ~tructures agrégées chez les Chumpignon~

et qu'il faut en tenir éventuellement compte dans l'interprétation des

résultats expérimentaux.

Les résult:l.ts que nous venons de cOllll::Jenter et les problèmes généraux

qu'ils soulèvent nous ont incité à étudier la. format ion des rhizomorphes

chez les Champignons avec comme but principal Iv. recherche du déterini!lisme

de ce phénc~ène~
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C LE CHOIX DU UATERIEL DESTINE A L'ETUDE DE lA FOmIATION DES mIIZOMORPHES -
=c=c====~==c=c=====================c=~==~=========~===============c==c===

L'INTERET DU LEPTOPOIlUS LIGNOSUS (KI.) Heim ex Pat.
c============~~~~= ~ ~========~======c===

Entre les deux types de rhizomorphes décrits po.r GARRETT, nous avons

choisi de travailler sur un Champignon construisant des rhizomorphes selon

le processus symphogène. :Les connaissances sur le mécanisme de formation de

ces organes sont d'une part moins avancées que celles concernant l'édifica

tion des rhizomorphes vrais. D'autre part, l'agrégation des filaments est,

au moins chez certaines espèces, séparée, dans le temps, des différencia

tions qui conduisent à l'organisation complexe de l'organe agrégé adulte.

le phénomène d'agrégation doit donc, théoriquement, ~tre plus facile à

analyser.

Notre choix s'est porté sur le I~ptoporus li~nosus (KI.) Heim ex Pat.

qui est un Champignon Basidiomycète Gynmocarpe de la fo.~ille des Poly>,rlo

racées, répandu uniquement dans les régions tropicales humides. Il provoque

une maladie de racines d'un grand nombre de plantes arbustives (Hévéa,

Caféier, Cacaoyer, Palmier n. huile, etc •••• ) ; les dégâts qu' il cause sont

part iculi èrenent redoutables sur les jeunes plantat ions d' Hévéo. et les

études agronomiques qui lui ont été consacrées pOI~ent surtout sur le

parasitisme vis-O.-vis de cette plante.

Lors du défrichement de 10. for8t qui précède la ~ise en place de la

plantation ou de l'élimination des vieux Hévéas en cas de replantation, le

parasite,qui était déjà. présent sur les racines de certains arbrez,peut

envahir de &lanière saprophyiique les masses ligneuses souvent importantes

qui restent à. sa disposition ct sur lesquelles il exerçait auparavant. une

action pathogène. Plus ou moins rapidement, deo rhizomorphes vont se

différencier à partir des souches infectées et se propager, soit librement

dana le sol, soit le plus souvent à la surface des racines latérales ;

la longueur de ces structures agrégées peut' at·teindre plusieurs mètres. Au

cours de cette extension, si les zones en croissance rencontrent fortuitement

les racines d1ull hôte sensible, W1 jeune Hévéa pttr exemple, elles progresscll\

jusqu'nu collet, puis sur le pivot.• Des Lilaments non ngrégés issus des

rhizomorphes pénètrent dans les rocincs latérales et dans le pivot ; le

parasite exploite d'abord les composés cellulosiques de l' hôte, puis la
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lignine z la pourriture qui en résulte est brune dans le front d'attaque

puis blanche (d'où le nom de pourridié blanc donné à cette maladie). Si

l'arbre meurt des suites de cette infection, les masses ligneuses qui resteni

en place constituent un nouveau foyer d'où partiront des rhizornorphes

suscepti bles d'atteindre à leur tour des arbres voisins.

Des carpophores en console apparaissent fréquemment sur les souches

restées en place après l'abattage. La fructification est constituée à la

partie supérieure d'une couche stérile formée par l'association d'hyphes

à parois épaisses en un pseudoparenchyme de couleur blanche, à la partie

inférieure, d1une couche fertile comportant des tubes verticaux de couleur

orangée,dont l'intérieur est tapissé par l'hyménium. Les basidiospores

formées à la suite de la méiose naissent par quatre au sommet des basides

elles sont de petite taille (3 à 4 ~ de diamètre), incolores, à paroi non

ornementée. Elles' sont 1ibérées en grand nombre surtout la nuit et au début

de la journée et sont capables de germer immédiatement. Conservées sur des

lames vaselinées, elles gardent leur faculté geroinative pendent environ un

mois.

L'infection directe des tissus vivants par les basidiosporeu est

impossible (DE JONG, 1933 - ALTSON, 1953 - PICHELL, 1956). la prop::l.getion

par basidiospores peut parfois être importante (HUTCHINSON, 19GO) ruais elle

a toujours lieu. par créat ion de nouveaux foyers qui ne deviennent dangereux

qu'après l'émission de rhizomorphes. Il semble donc que, dans les conditi on&

naturelles, les rhizomorphes jouent le rôle essentiel dans la propagation

de la maladie, ce que confirment, d'ailleurs, les observations faites sur le

terrain (PICJmLL, 1956 - FASSI, 1964).

Les études agronomiques consacrées au parasitisme du L. ligne SUE. sont

très nomhreuses. l!ais on ne connaît pratiqueJ:lent pas les mécanismes d'édifi

cation des thalles, en particulier, ceux qui aboutissent à la formation des

.rhizomorphes. Nous avons donc abordé ce problème en espérant, d'une part,

fournir des données sur la biologie du parasite susceptibles d'orienter 108

méthodes de lutte, cl' autre l)urt, apporter une cont rihut ion plus générale il

la connaissance des mécaniswes de l' agré[;c'.t ion chez les Chanpig;nons.

Le présent m6lHoire est divisé en deux grandes part ies. La première

consiBtera en l'étude de l'édification des thalles depuiE la bnsidiospore

jusqu'au rhizomorphe aduH e. la caractérisP.t i on des étapes morpho logiqllN3

du développenent cous conduiI~ à rechercher cc.~ent les stades successifs
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de la morphogenèse se mettent en place dans le temps et dans l'espace et

nous amènera à caractériser, d'une part, les différenciations élémentaires

affectant les filaments,_ d'autre part, les mécanismes de régulation du

développement.

Dans la deuxième partie, nous étudierons le déterminisme des différen

ciations élémentaires conduisant à l'édification des structures agrégées

(polarité et agrégation) et celui des corrélations assurant un développement

harmonieux et intégré des thalles.

Des résultats partiels de notre étude ont déjà été publiés sous forme

de courtes notes (BOISSON, 1968 o., b, c, d, 1972 - BAP~lT.E et BOISSON, 1969).

La grande variété des méthodes utilisées et leur mise au point progres

sive en fonction des problèmes à résoudre nOUG ont i.ncité à décrire les

techniques au fur et à mesure de leur utilisation, plutôt qu'à les regrouper

artificiellement dans un chapitre matériel et techniques. Pour éviter tille

recherche laborieuse des méthodes utilisées à qui voudrait reproduire une

expérience, nous avons, en fin de mémoire, ajouté une anne~e permettant de

retrouver facilement dans le texte la description détaillée des techniques.



PREUIERE PARTIE

ETUDE MORPHOLCG 1 QUE DU DEVELCPPEllEN'l' DES THALLES DU LEPTOPOnUS LIGNOSUS

CHAPITRE 1

LES FAITS ~IOIl.PnOLOG1 QUES

DESCnIPTION DES DIFFEnENTS STADES DU DEVELOPPE.\!ENT DES TIL'LLLES DU

LEPTOPORUS LIGNOSUS

Dans les conditions naturelles, il est possible d.'obseryer le cycle

complet du parasite : gerl~lination de la basidiosporG et envahissenent d'un

substrat nutritif, propagation dans le sol et sur les racines par des

structures agrégées, pénétration d'hôtes vivants par des filat.tents libres et

manifestation du pouvoir pathogène, enfin, fon::m.tion de carpophores et de

nouvelles basidiospores. le cycle met en jeu successivement det, filat:lents

libres et des structures agrégées. Nous nous sommes intéressés à la construc

tion des deux types de mycélium végétatif non agrégé et o.grégiJ en laiSE3nt

de c8té tout ce qui a trait à la formation des carpophores ct des basidio

spores. Les condit ions nature Iles n'offrant pas de possibi lité réelle d'expé

rimentation, toutes nos études ont été réalisées in vitro à partir de culture:

fo.ites dans des boites de Pétri sur des milieux nutritifs solidifiés par

de 10. gélose. Sauf mention spéciale!, tous :lOS essais ont été effectués a la

température optimale pour la croissance, ~oit 29 à 30°, il. l'obscurité, dans

des conditions d'humidité proches de la saturation.

Ù! développement des thalles a été observé en partant de ln bn~Jjdio

spore, qui, en to.nt que p)'oduit de ln laéiose, peut être considérée Cl'Ll:1C 1.::

point zéro dG ln. morphogénÈ'se. De nombreuses eouches issues d 'un~ basicliospo

re unique ont été utilisées; elles oüt été dé::;jgnées par un signe aSl'ociûnt

une lettre et un J1<'mbre, la lettre ~,\.!'act,érisulli.. le Ci\lTo}1hore ('ù el1 Cc; ('·.li:

été récoltées, le nombre correspondant aux basidiosp~'es rr6)~v(es isol~ncnt
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sur une rlême fructification. les souches DI et H4 ont servi de support ù

la plupart de nos recherches en raison de la netteté avec laquelle apparais

sent les caractères morphologiques penmettant de repérer le~ différentes
....:

phases du développement.

Ln basidiospore possède un seul n0yau issu de la méiose ; les phénomène

de développement ont donc été étudiés à partir d'un mntériel génétiquement

pur .. Nous avons vérifié que les résultats obtenus sont égnlccent valables

pour un isolat (le nO 3204 de notre collection) provenant d'un pivot d'Hévéa

malade, isolat qui s'est révélé très pathogène au cours de nombreux essais

d'inoculations expérimentales.

Lorsqu'on ensemence une basidiospore sur un milieu malté et gélosé ù

2%, le ùéyeloppemcnt ùes cultures a toujours lie~ sous f0rme non ugrégéc.

Nous étudierons· donc en premier lieu ln morphogén~se des thalles construits

à partir de filacents libres.

A - L.\ 1.lOr}")HCG~::XESE DES TIL\LLES NON AGRffiES.
:::r:=.:========.;=::':::::::::'::::'::==:.:c::::;'::=::':==::::o::-:::::::===C';:=:'::::-.:=:::'~=

La basidiospore germe en émettant ur.. ou deux filn.ments qui, en règle

généra le, prog':"essent à la surface du substrat (pl. l, A). L'envahissement

du miÜeu net en jeu des éléments mycéliens superficiels et intramn.triciels

dûnt la position p~r rappol~ au substrat n'est pas irrémédiablement fixée ;

certains filaments peuvent, en effet, progrenser successivement en surface,

puis en profondeur.. .

Lés éléments superficiels sont constitués'p~~~~lquesaxes rampants

à parcours très sinueux (pl. ID,a) et par de nombreux axes rectilignes

(pl. JC,c et TE,e). Ces derniers portent deux types de rameaux: les uns,

rectilignes, naissent en faisant avec l'axe un angle voisin de 45° (pl. TC,c'

et. lE, e') ; les ~utres ont un parcou!'s très einucux, paraissent enroulés

sur eux mênes et font avec l'axe un angle qui peut varier de 0 à 180 0

(pl. IC,cn et IE,e").

Les éléments intram<ttri ciels assurent l"apidement l'envahi Gsement en

profondeur du substrat. Ils sont cons~::itu,~s pur lUl système ,1 J axcs ct ~le

rameaux à parcours rectili[;"Ilcs ; l'angle de ramification est toujours as:::;ez

ouvert, voisin de 45° dans la plupart ùelO Cf:..3 (pl. ID) b').
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Trois ù cinq jours après l'ensemencement de la basidiospore, des

rilmeaux aériens dressés COIJlIl1encent Ù apparaître aussi bien à partir des

filaments intramatriciels que des éléments rampants (pl. IF).

A l'issue de cette période d'établissement du thalle dans le substrat,

la culture issue de la basidiospore est de forme circulaire. Les filaments

i~ergés s'allongeant, en règle générale, plus rapidement que les filaments

rampants, ils assurent bientôt à eux seuls la croissance du thalle et sont

seuls visibles dans la marge. Ils apparaissent sous forme d'axes rectilignes

qui émergent parfois en surface sur de très courts trajets (pl. II A). Ils

donnent naissance ù des rameaux eux mêmes imnergés et rectilignes, l'a:!lgle

de ramifieat ion étant voisin de 45°. Loin en arrière, à. 2 ou 3 mm des apex,

ils différencient ~galement des rameaux aériens dressés qui· donnent aux

thn.lles lm aspect duveteu..'{ (pl. III A et n).

5 à 10 jours après lu mise en culture, la murge du thalle pre~ù une

ferme irrég'ulière ; elle c;,t bientôt envahie par un mycélium d'aspect

rayonnant (pl. III C et D). Ces changements correspf,ndeat à l'apparition, en

pIns des éléments précédents qui poursuivent leur croissance, de très

nombreux film::wnts ;-ampant5 qui naissent dans l'arrière front en certains

points seulement ou simultunément sur toute la marge (pl. III C et ~). Ils

s'allongent plus rapidemen~ que les filaments i~nergés et cette propriété

leur pennet d'envahi r t.r~s vite le pourtour du th...... Ue tout eut ier.

Observés nu microscope, ces nOUVeu.ux éléments mycéliens c.ppnraissent

sous fo.-m.e cl' axes iL parCOU1'S légèrement sinueux. Ils sont peu ramifiés et les

rameaux rampants qu'ils portent naissent selon un angle aigu soav~nt très

fermé (pl. II B). Loin en arrière (les apex, ils détachent des ramea.ux

inQcrgés ct des rameaux aériens dressés.

L'examen ùes cultures juste avant la manifestation visible des change

.ments morphologiques contre que ces noUVea'.lX constituants du -t.halle sonJc

édifiés à partir de rameaux issus de" élém.ents ram~ants ou intramatriciels

d 1 . . h d . 1 (p It·t II C ett p J. .... t . l' ..e a premlere p use e crolssanco/. Cc e carac crIsvlque es a orIgIne

de leur apparition en arrière de la marge des cultures.

Le développement d'un thalle à part.ir d'une busidiospoi'e du .!: •.!.i2'~?~~
passe donc par del1x phases rcpéralJles pl11' lu nature d.~s filu:nents qn:i

assure!rt l'extension radiale do 1<.1 cultu~'c ct qui prédominent au cours de

..
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TABLEA.U 1

Caractères biométriques et vitesse de croissance radiale des filaments A et il des souches Dl,

114 ct 320'1 sur milieu malté

Dl IH- 1 2::20.:1

1

A D A B A.
1

D
_..

f

1
,

diamètre moyen cn il 2,6 ± 0, 1 3,7 ± 0,1 2,7 ± 0, 1 3,5 ± 0,2 2,3 ± 0, !. 1 0,9 ± 0,2
1

1diamètres extrêmes 1,8 Ù. 4,0 2,6 il. 5,5 2,2 à 3~ :l 2,7 Ù. 4,4 2,0 c. 2,5 1;., a 4, ilen il .. , 1
1

!distance moyenne entre le 1er rameau 512 72 300 26 452 ± G4· 017 ± 6G
1

9'3-1 ± 32495 ± 46 ± ±
1

1

et l'apex en 11

distances extrêmes entre le 1er rameau 1230 1 4·10.1 1550273 li. 893 3·10 il. 700 216 il. 470 22G n 714 120 u.

1
ct l'apex en il

48 t226 Jo 92
distance lI:oycnno entre le 1er et. le 170 ± 70 723 ± 86 419 ± 27 7:12 ± 39 6~4 ±2ème rameau en il

900 ~t 800 à ~900
-

distances ext. rêI;.w S entre le 1er ct. le 282 il. 620 ·140 à. 1040 310 à. 515 564 n. 902 310 à
2èmc rameau en il

en mn/24 h 1
croissance radiale G,3 10,7 5,3 10,7 61 7 1 13, G

1
~
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chacune de ces deux étapes (fig. 1). Durant la première, appelée phase A,

ce sont des fi laments intramatricie 18, le s fi laments A, qui sont responsables

de l'accroissement de diamètre des cultures. I~s filaments superficiels,

appelés filaments TI, ù. ~longation plus rapide, assurent la croissance radiale

des thalles au cours de lu ph~se B.

Nous avons recherché par des observations plus précises quelles sont

les différences morphologiques et physiologiques qui existent entre ces deux

types mycéliens.

Les mesures du diamètre des filaments et de la distance entre les

rameaux ont été effectuées sur des filaments A et TI pour les souches DI, H4

et 3204. L'examen du tableau 1 montre que le diamètre des filaments A est

plus petit que celui des filamentsB, de 30% environ en ce gui concerne la

valeur moyenne. Sur les filaments B, la ramification démarre plus loin de

l'apex que sur les filaments A. !!ais une différence encore plus nette ressort

de le. comparaison entre la distance moyenn~ qui sépare les deux preoiers

rameaux: elle est presque le double pour les filaments B de la souche 320-1,

supérieure de la moitié pour ceux des souches DI et 114. Il faut remarquer

cependant que les variations individuelles de toutes ces mesures sont très

importantes et que les différences ne sont valables qu'au nivcn.u des

ooyennes. Par exel;).ple, la distance moyenne entre les deux premiers rameaux

est, en ce qui concerne la souche Dl, de 470 ~ pour les filaments A et de

723 ~ pour les filaments B. Les mesures extrêmes sont,respecth-emellt, 282 et

620, 440 et 1040 pour les mêmes éléments. Ceci montre que les caractères

biométriques ne sont pas suffisants pour permettre l'identification cl' un

filament au type A ou B, d'autant plus qu'ils peuvent varier en fonctio::l d0R

conditions de culture. En définitive, il n'y a pas de_ différence d'ordre

qualitatif bien trunch6e entre les éléments myc~liens caractéristiques des

deux phases du développeI:1ent mais leur repérage reste tout de même facile

Bur un milieu gélosé, ne serait-ce que par leur position par rapport au

substrat.

Les filaments A et B s'allon~ent à des vitesses différentes. Cette

caractéristique a 6té étudiée à partir d'une série de thalles d'origin~

monosporée, les hasidiospores !Ste,nt prélevl~ sur un même ca.rp(.'r~lGre. Les

examens sont faits tous les jours sur deux cliamètres perpendiculaires tracés

préalablellient. sur le fond de 1[1 boTte ùe I\5trl ; ils consistent b, repérer

la position de l'apex et la n::..ture des filam~nts en croissance ;"our chacuT.
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des quatre rayons choisis. Ces mesures permettent de tracer la courbe de

croissance radiale moyenne des diverses souches en fonction du temps. Dans

quelques cas, ces courbes présentent deux phases de croissance linéaire

successives correspondant respectivement aux phases A et B (fig. 2 : courbe

de la souche Q2S). la plupart du temps, la séparation entre les deux stades

est beaucoup moins nette (fig. 2 : courbes des souches Q18 et Q30 construites

en coordonnées linéaires), en partie parce que le passage à la phase TI n'est

pas simultané sur toute la marge du thalle, en partie également parce que

la vitesse de croissance des filaments A et B varie au cours du développement

Lorsqu'on construit les mêmes courbes en coordonnées semi-logarithmique

(fig. 2) elles mettent en évidence deux phases de croissance exponentielle

traduites par deux droites de pentes différentes, le changeme"nt de pente se

produisant au cours de la phase A. Cette dernière caractéristique est

l'indice d'une modification de fonctionnement du filament A <;lui se manifeste,

avant le passage àla phase B, par une accélération de la croissance.

Autrement dit, il existe, au sein du mycéli~ de type A, ~e période de

différentiation physiologique qui précède la différenciation morphologique.

Dans des conditions que nous préciserons plus loin, et qui perrJettent

de maintenir indéfiniment un thalle dans la phase A ou dans la phase B, il

a été possible de ~esurer la vitesse d'élongation des deux types de filaments
~ "

pour les isolats qui ont été utilisés dans la suite de ce travail. Ces

mesures, portées dans le tableau ~montrent que les filamerr~s B s'allongent

deu:t fois plus rapidement que les filaments A.

B - L'EDIFICATION DES STRUCT1JRES AGIlEGEES - MORPHOLOGIE ET A..~Arl'O~!IE DES
=============~=====~==~==~;=================~===~==============~====

DITFEIlEN'TS STADES.
====~=========~===

Lorsque les cultures sont réalisées <lans les conditions précédentes

sur du milieu ù l'extrait de malt, le développement peut se poursuivre

indéfiniment il. partir de filaments libres ùans la phase B. Dans certai.nes

conditions que nous décrirons maintenant, il no été possible dl obtenir i.n Vitl'

une morph~génèse semblable à celle observée au cours ùu cycle naturel du

parasite.

1 - 'l'echnique de culture in vitro du r~~lium (:,;n~?:é.

Nous avons dans tm prtmiër tenpG utilii5é dûs techniques qui se
",

rapprochent beauco1Jp des conditions na.turellcs.
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Des bûchettes de bois d' Hévéa, stériles, de 8 cm3 de volume enVirO!l,

sont ensenencées aVeC du mycélium du L • .!..ignosus. Lürsque les filaments ont

envahi la. totalité du substrat, au bout d'une quinzaine de jours, les

bûchettes portant le Champignon sont déposées sur du sable que l'on arroSe

régulièrement pour le maintenir cOllstununent humide. Ces expériences ont été

faites en bottes de Pétri de IR ou 20 cm de diam~tre (1 bûchette ensemencée)

ou dans des grandes bottes de 1 m de IO:Jg sur 0,20 m de large, les bûchettes

au nombre de 10, étant ensemencées à l'Q~e des extrémités. Cette dernière

technique pennet d'obtenir des rhizomorphes dont la structure est tout à

fait semblable à celle des mêmes organes récoltés dans la. nature.

Cependant, on ne connaît pas de manière précise les constituants

chimiques du substrat. Nous avons donc reoplacé la bûchette d'Hévéa pur

des disques de milieu nutritif de 35 mn de diamètre, envahis par. le parasite.

10. présence de sable n'étant pas favorable a. l ' observation Iilorphologique

des thalles en croissance, ces disques ont simpleoent été déponés sur le

fond cl' une boîte de Pétri ne contenant 'aucun substrat. Si l' luu:1ÏcUt é est

maintenue constannent saturante, le mycélium agrégé peut sc développer ù

partir GU disque ùe nilieu :mr le verre au fond de la botte Llais la DOn;]lO

génèse ne se poursuit pas jusqu'ô. son terme ultime, le rhizoI:1orphe •

.Ces techniques, preches des conditions nature Iles, offrent cepenliant

deo possihilités c}.-périmentales limitées. Nous avons donc essayé de reprcrlui

re le C3"C le comp let du parasite en culture sur mil ieu gé losé, ce qui, à

notre connaissance, n'a jamais été réalisé jusqu'à nuintenunt.

Depuis RIGGJ;ŒACn (1957, 19(0), on sait que le h lignoSl1:3 ne peut.

croître sur un failicu SJ11thétique que s'il contient WlC source d'o.zote

organique et de la thiamine. Ce résultat a été vérifié pour Jes souches

isolées en Côte d'Ivoire (nOISSON, U)65). le x;liliet: s)'11th6tique utilisé pour

la culture du mycélilm non agrégé 0. la ccoposition suivante :

N03~n

P04li2K
PO 4IIIC2
SO'll!g, 71I20
ClK
SO{!Fe, 7E20
Glucose
ASPI'XD.:;;:i ne
Th i UI:l-j cc:
Gélose
l'""au

2 g
0,8 g
0, 2 ~

0,5 g
0,5 g
0, (li ci
20 [';
1 g
0, [) 1:,,:'-;

20 g
Q';iJ lCOO ml

L'apport, (l;1nS les proportions inùi(luCe'3 de plwsplJL:.tel3 \!.e potassiw:l seus

forme rl0110potü.ssiqne et bip0tassique pcn::et ù'ü.yoir un pH initial toujours

voisin ùe 6, C'. la 1il0rpho[:;6nèse des Llw,llc1'3 sc: déroule LIe ln. nêr.le rJo.rüère que

sur le milieu il. l'extro.it ùe ::1Û,lt.



-- 19 -

Les thalles peuvent sc Gévelopper sous fornle agrégée dans le substrat

précédent ù condition d'abaisser son pH jusqu'à la valeur 4,0 ou de lui

ajouter du nitrate d'l.l.Im:lOniurn. Si ces ùcux modifications sont apportées en

rnêce tenps, dès structures agrégées ,;eunes t)"Piques apparaissent en petit

nombre. l,rapport d'asparagine ù des doses allant de 1 Ù. 5 gjl pe:rmet

d'obtenir un nombre de plus en plus grand d'organes agrégés. Dans quelques

cas, la différenciation 0. pu ù.tteindre le stade rhizomorphe.

En définitive, nous ùisposons de trois milieux synthétiques (MS1, l!S2

et }.!S3) dont leoS formules sont les suivo.ntes :

lfS1 N03Ne.
S04!:g, 7H20

. CIK
SO<lFe, 7H20
N03NII4
Glucose
Thimail:o
Gélose
Eau

2 g
0,5 g
0,5 g
0,01 g
2 g
20 g
0,5 mg
20 g
qsp 1000 ml

Avant de répartir en boîtes d.e l'Hri, on ajoute, à 60°, 10 mljl du mélanGe

P011J3 ~ rO'lII~"Ja 0, n.: de pIT 2,0, ce qui donne un plI finn.l de 1,0. On peut

faire "rarier ce plI ùe 0, S à "1,5 en ajoutant des quantités cIe méla:~~:c

phosphate variant de 60 à 30 mljl respectivenent. On peut également apporter

de l'asparaGine aux doses de 1 ou 2 gjl pour obtenir ml développemcnt plus

important (~e mycélium agrégé.

MS2 - Ce substra.t a la mêoe composition que le précédent mais ne

cont ient pas Qe nitrate cl' ammonium. Il faut obligatoirement lui apporter de

l'asparc.[;ine.

1~S3 - Ce oilieu n'est pas acidifié et a un pH voisin de 6,0

composition suivante :

il li. la

NC3Na
P01HK2
P04II2IC
SOil:.::;, 7H20
ClIC.
SO-1Fe, 7I!20
Nü3NH4
Glucor;e
Th i lLIU i l:e
Gélose
Eau

2 g
0,8 g
0,2 g
0,5 g
0,5 g
0,01 g
2 g
20 g
0,5 mg
20 g
qap 1000 ml

Sur ces milieux qlli pern:ettent J'(jLt(~ntion in yi~n\ Je ;,tnlCtures

agrégée;;, on constate que les filancnts ljbre~, ont ulle croissance trc's

faible. Cette notion est d'autn.nt pl\.tn nette quo le mil:ieu qui pCl'l'.:ei:. le

déveloPJ,cL1ent du mycélillr:l o{~n-:Gé contient p)us de N03IIII4 ou est plus aride

et que la lluantité de filaments repi<;ués est plus faible;
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elle peut aller jusqu'à l'inllibitiontotale de la croissance. En conséquence

il est presque toujours nécessaire d'ensemencer les milieux gélos6s autori

sant l'agrégaticn avec des boutures de granne taille qui, nous le verrons

plus loin, régénèrent directement des filaments B ; nous avons utilisé

fréquemment ùes thalles entiers de la phase B.

2 - Différents t:œes de filamenf,s pJ,i'ésents ùe.ns les cultureS! faites sur Wl
!

mili<'u permettant l'a,rrrég:1tion •.

L.orsqu'un thalle de la phase B est transféré, sans léser la marge en

croissance, sur un milieu 1~1 de pIn 4,0, contenant 1 ~/l d'asparagine, les
;

filament s TI s'arrêtent très vite de{ croître. Il arrive fréquemment que les

apex éclv..tent et laissent échapper cine petite sphère de protoplasme à

l'e.>..-trémit.é des hyphes.

Des massifs de mycélium aérien' dressé constitué d'hjp\les très ramifiéeL
~

~ont édifiés dans la zone apicale ou subapicale d~ thalle ~on agr6gé. les

structures agrégées sont initiées à partir <le ces massifs; elles apparais

sent sous fonde de ·faisceaux de filaments rarlpc.nts étroitement serrés les

uns contre les autres, peu ramifiés et dont les raDeaux restent pre::;que

toujours accolés à l'axe (pl. IV n). Les hyphes agrégées s'a~longent ù une

vitesse mOY2nne de 4,2 mm par jour pour la souche H4.

LI initiation des structures agrégées n'a pas lieu uniformément sur

toute la marge de la culture. A côté des faisceaux de filaments agréc;és, Iles

éléments mycéliens libres p~~~ent s~ développer. lorsqu'il, sont intrali~tri

ciels, ils s'allongent très lentement (0,5 lliLl par jour pour IH) et sc
\

ram~fient intensément en prenant un nspec~ de ",palni de soJ'\cière" (pJ. IV A).

Lorsqu'ils sont superficiels, ils croiss~nt pltis.'rapidementl (1,8 DIO par jour

pour n,j.), se ramifient moins fréqueLmlCllt, selon un angle de n::.rlification

toujours asse~~ ouvert, voisin ùe 30 à -15 0 (pL n r C). Ces derniers filument5

peuvent, après un certain parcours en surface, p!<..llGer dans le Llilicu et

pï"cndre prOGressivement l'aspect des filament oS int rar.mtr:1 cie ls 1 ibres

(pl. IV D et E) ou, après régénération de m:Tc(;l ium fl.érien dressé, êt re ù

l'origine de nouveaux faisceaux. Los hJphes su~erfiçj'~llcs non ngré[';{~es

doivent donc être considérées C01Jll)!C un stalle transitoire. Comr:w, pl1l'

ailleurs, l'al1on~cment (:e8 fi1urGcTI.ts irltrur.w.triciels cesse trc'I> vi~"e, il

devient évident que seuls les filancnts agrégé3 sont susceptibles cIe croître

inùéfiniment sur les milieux autorisant l'aGrét;ation.,
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~l définitive, les filaments agrégés diffèrent des filaments libres

par leur vitesse de croissance et par des caractères morphologiques dont le

plus constant est la ramification selon un angle nul.

~s structures agrégées du L. 1ignosus sont initiées ù. partir des

faisceeux de filaments que nous venons de décrire ; leur développement se

déroule en trois stades, ln palmette, le cordonnet et le rhizomorphe, que

nous décrirons maintenant.

3 - OrGanisation des structures agr6g6es.

Les organes ugrégés du L. lignosus sont édifiés en deux temps. Un

premier système d'h;yphes agr6gées est mis en place par la palmette, structure

qui, ù. elle seule, est responsable de la croissance en longueur des organes

agrégés. La néoformation de filaments autour cles faisceaux, support de l~'.

croissance en épaisseur, et l'intervention de différenciation au nivcr~u de

quelques filaments seulement, assurent le pnssage n.ux stades con~on:let et

rhizoJ:lo:~:phe. Ces dernières transformat ions se produisent toe.jOUl'S la ÎA1 CH

arrière de lu zone upicale des palmettes et n'affectent jamais l'en-scmhlc (les

faiscen.ux miz en pluee par les palmettes. Dans les comlitir,ns naturelles,

les h)l)hes qui ne participent pas à l'édification des structures agré~ées

sont trl~s rapidement lysées et seuls restent visibles des ol'~Û.nes c:rIindri

ques O'U plus ou moins n.pln.tis, de couleur blanche puis brun-c!"angé, qui ,sC'rcL

les rhizoLlorphes.
, ",

Le tertuo (~e pelmette Q, été donné, par les agronomes habit.ués ù

oùserver le 1. J.l2;nosus dans la nature, aux structures agr<~~ées présentes

il. la surface des racines, dans la zorre d'eÀ-tension du pare.sitc, parce qu'ell(;:,

app~rnissent sous fOrQe de faiscea~x de filaments presque toujours

étalés en éventuil dnns la marge en croi.s~:;ance.

Les conditions variées utilisées pour la culture du mJ"(:('lium a~ré66 ont

montré que la cro~s8ance peut, en réalité, être assUl'ée par Jes fon:l'1tions

d'asped,s t,ri:s divers. Nou<-: ayons ob:,8rvé toutes le3 vn.riatio:ls l>os~:ib]cs

depuis lu plaque mycélienne eonstitu6e do

les uns D·UX autres, prése;ltalr~ U;l front de

11:1 ü"1y,'tl1Îs;::,cr.10:tL n~:;'11icr (ln suh"trat (jll.

croi s:-;n.nce :.10nlogt.:llC l.~'z... l1S,~1.l:.· ...!.P~:)

,r )\.), j'l~fp~'~tlX {):":.'~:~-:-'..t::E; ~);crl 2.5(1.1_(::.;

l ' t Il n ·r·;· e" .nA-r'l- (le l'\"iJ'L'" (,Ill'.: .,.1 {'. S.""l.·!."'.','.:, (:Ur'l-,lcs 11,1;; ('CS Q,l~ l'CS, a o"l"";' .' l"~:..J .., , .. , • < - <' _. - ". .-



TABLEAU II '.,:,

Caractéristiques biométriques des filaments agrégés au cours des différents

stades de développenent des rhizomorphes (~~y;mle de 100 mesures)

-----..;....-----------------I--------+-------.~

"..

Palmette

Cordonnet

nhi zOIJ.orphe

Nature des fi lamenta

et lieu de prélèvement

Filaments du front de croissance

Filaments de la base de la palmette

Filament.s du éentre du cordonnet

Fi lament's de la périphérie

Filaments ùe gros diamètre dans
la zone médullaire

Filaments de petit diam~tre dans
la zone corticale

Diamètre
moyen
en 11

2,4 ± 0,1

3,7 ± 0,1

4,9 ± 0,1

2,8 ± 0,1

'. j

2,9 ± 0,1

Lon~ucur

moyenne des
articles

en Il

238 ± 14

45 ± 2

37 ± 3

84 ± 6

(1)

75 ± 5

(1) Ces nesures n'ont pas pu être effec1;.uées cal' les articles sont très longs

et il est diîficile d'observer un article entier sur les coupes

transversales. En revanche, on peut suivre ces filaments sur 400 à 500 ~

. sans trouver ùe cloison.
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flèche

envahissement tros inégal du substrat (pl. V Ii). Dans la majorité de!; cas,

c'est une forme intermédiaire qui assure la croissnnce ; elle est représentée

par des organes rubann~s, plus ou moins ramifiés, étnlés ou non en éventail

dans la zone apicale (~l. V Cet D).

Par eÀ~ensioll, ces diverses formations ont reçu le nom de palmette

puisqu'elles sont toutes construites par des filaments agrégés présent:lllt

les cn.ractéristiques décrites précédemment. la palmette doit alors être

définie COI:JI:le un organe constitué d'un ou de }11usieurs faisceaux édifiés Il

la suite du rassemblement de filaments tous semblables, portant un petit

nombre de rameaux qui restent accolés à l'axe dont ils partent.

Au fur et à mesure que les cellules de ln palmette viei II issent, e Ile s

subi ssent des transformations morpho logiques. les fi lament s observés a la

base des palmettes sont plus Gros et à articles plus courts que ceux présents

dans la marge en croissance (tahl. II) ; ils renferment un cytopla.sr.:.e

dispersé et granuleux alors que les cellules de la zone apicale contiennent

lm cytoplasme dense et homogène, se colorant très fortemeni. au bleu ceton.

Nous avons recherché la présence d'anastomoses entre les filaments agrC.z6s

de la palmette. Nous n'en avons ja.mais observées dans la marge en croissance

en arrière, nous en I1vonl"; quelquefois repérées sur des coupes longitudinales

(pl. y E) mais elles sont très rares.

Dans certn.ines conditions, les palmettes perdent leur structure <'.grégéc

L€s filaments des faisceaux continuent à croître en s'écartant les uns des

autres. Ln nature non agrégée du mycélium ainsi régén6ré est fncile D..

déterminer en se busant SHI' la croissnnce plus faible et sur les car<'.ctérj s

t iqucs di fférentes de l::t ramificat ion des fi luments li bre s.

b - le cordonnet.

Les cordonnets apparaissent en arrière du front de croi€sance des

palmettes. Ce sont des orgunes de couleur blanc laiteux, cylindriques à

rubannés, dont la largeur peut être ~mpérjeure à 1 mm. Ce stnde morpholOGique

est caractérisé par la néoform:ttion
J

a'.1tour des faisceaux d'hyphes de r;ros

diamètre édifiés Pnr la palmette, d'un grand nonbrc de filaIélcnts étroitement

serrés les uns contre les autres, de pc!t it diamètre, à articles longs et il.

parois fortement épaissies. Leurs mcnsnrr..tions figurent au tableau rI. On

peut leur attribuer un rôle dans la rigidité et la protection des filn.raentr.

du centre Yis-r.-Yis des agents externe;;.
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P~\iCIIT:: VI

ELuùe etnu.toliliq1l8 du rl1iE·'ttnorphe etùulte

A ct 13 - coupes worrtr;}!1t les difI'Srent8s ZO;108 constitutjves du rhiznDlorphe.
C d&tail de ln. ZO~le )nOr~::;;c.

D J6tail de la zone rn~Jullaire.

E CléLi;;:()n,l,",,~w:l(, i:';lJ;è:--fu,it :l'Uel fil:.l.ID0: +, (le ~J'(\~ i..11~~;'ll·trc ùe la
ZO'l(- l1Jôc.:ullLdre.
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Le rhizomorphe est édifié à partir du cordonnet. Il se présente

sous fonne d'une organe cylindrique, ou plus ou Lloins aplati cn ruban, dont

la largeur peut atteindre -1 à 5 mm ; d'abord blanc, il se teinte légèrement

de bru~ lorsqu'il est âgé. Son étude anatomique permet de distinguer trois

couchcs différcntocs repérablcs par lc diamètre, l 'oricntation et ln. densité

des filn.ments (pl. VI A et n).

ln zone centrale, appclée médulla, comprend trois typcs de filamcnts

orientés en général dans le sens axial (pl. VI A, D et D) : des filaments

de très gros diamètre (jusqu'à 18 microns pour la souchc 380·1), à parois

épaisses pouvant atteindre 2micron3 (tabl. II) ; des hyphes l~e petit

àiamètl'c, à parois épaisscs (table II) ; un petit nombre de -filaments dc

diaI.:..lètre intermécliaire entre les précédents, ù parois minces. Le s fil:1mcilts

de gros diamètre s(mt très peu cloisonnés et les cloisQIlS sont impu.rfajtc3

et. presque toujours percées d'une large perforation au centre (pl. VI =) ;

la structure anatomique de ceS éléments les renù particulièrC:lllcnt aptes ::lU

transport le long du rhiz~raorphe. Dans la zone moyenne (pl. VI C), les :;i'OS

filaments ~ parois épaisses sont absent,s ; les deux autres types d'h:}1)}1Cs

cxistent mais leur croissance peut être orientée radialement ; tous ces

filaments constituent une associatio:J. assez l<1che. La zone corticale 0. la.

mêuc constitution que la couche moyenne mais avec unc structure beaucouJl

plus serree.

La différenciation des structures agrégées du L. li0nosus marquée p:1r

la succession des étapes palmette, corùonnet et rhizolJ.orphe correspond en

définitive à un accroissement du nombre des filarne~ts pa.rticipu.nt à la

forma.tion de chaquc organe et à un dec;ré d'organisn.tion supérieur. La

palmctte a une structure homogène et est constituée d'un seul type de

filament. le corùonnet comprend ùeux couches formées par dC1.1X types Jiffér('~rU

de filumcn(:,s. le rldzoll1orphe est constitué de trois cOi.lches distinctes

repérables par la disposition et la proportion relative de:; trois t::1Jcs c~e

filar1e~lts qui pa.rtic:ipent ù. leur éàificn.tion.

c - n:'::SlP.-Œ ET DISCUSS TC:,} •
==~=~~~=~~=~==~=====~

L'étude Illorplwlogique des thalles du .1. liFQ1CJSUS Clue nous veTIr'l1S r1e

réaliser a pen'lis de c:écrir2 les uto.pes "ucce.ssivcs c'u dévcJoppemeiit,

mnrfjuées peLr les phc1.sCS A et TI pour le m:ycéJ j nm n('J) v~[;régé, pltr les ste.cles

palmettes, ccrdonnet et rhizomolThe pour le ~yc~liulil ngrég6. Dans les

cenditions expérimentn.lcs utiJ isécG jusqu'à maintenanL, les st.ructures

agrégées ont été obtenues ù part il' du rqcé l ium <le la phase B. COnll;i,e tenu

de cette restriction do;:t W'UI' reparlerons dans la suite de cc l:lémoirc, ;JiV:'::'
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pouvons schématiser la morphogenèse des thalles (fig. 3), de la basidiosp0re

au rhizomorphe, en figurant les différents t;ypes filanwnteux qui appû.rais

sent successivement et caractérisent les principaux stadcs du développement.

Le pre:BiQr appareil végétatif construit il. partir de la basidiospore

est constitué·en majorité de fi1:tments intramatriciels (filamemts A) qui

assurent l 'c:x.-tension radiale de la culture et dont la ramification donne

naissance en arrière de la marge au systl'me aérien dressé. Puis, il appn.rait

un nouveau type ùe filall1cnts(filnrnents n) qui, du fait de leur élongation

plus rapide, envahissent bientôt la marge et assurent alors a. eux seuls

l'extension radiale du thalle. Leur ramification donne naissance en arrière

au mycélium aérien dressé et au mycélit~ intramatriciel.

Placés dans des conditions qui permettent l'agrégation, les filaments TI

peuvent conduire à trois t)'pes de filaments : après formation d'un massif

de mycélium aérien dress6, aux filaments agrégés; à des filaments supel-fi

ciels isolés; il des filaments intrar.Kttriciels ] ibres. Ies éléClents superfi

ciels libres n'ont qu'une existence transitoire: ils évohwnt toujours plus

ou moins rapidement vers les types intramatriciels ou aG;régés. Les filc.wlCnts

imnergés peuvent parfois évoluer vers le type superficiel non agrégé puis

vers le type agrégé; le plus courarnrJent, ils cessent de croître. Une fois

l'ugré~ation enclenchée, seuls les élé~cnts agrégés sont capables ùe croître

et de se perpétuer indéfiniment.

Les structures agrégées sc construisent selon un ordre rigoureux ùal1S

le sens d'une cOClplexité croissante. la palmette, premier orga.ne agrégé

apparu, assure seule la croissance en longueur. Ies différe~ciations

ultérieures, ~ui se traduisent par'la formation des corùon;lcts et des rhizo

morphes, organes cylindriques ou ~rubannés capables de croître' en épaisseur,

ont lieu à l'intérieur du mycélium agrég6 construit par la palmette.

4 morphogénr..sc des nasidiomycètas a 6té souvent Jéc:dte et les

différe::lts auteurs (résumé des travaux par GAU~,':''èN, 1923 ; BUTLETl, 1936 et

TATIEn, 19GG) reconnaissent trois types de myctSlimu. Le m)'célimu "primaire ll

édifié à. partir de la basidiospore assure l' envah isscl!lent du mi 1 ieu, grR:ce,

en particul ier, il lUI angJ e de ramificat ion très ouvert ct à une dordinance

prat iqucl.Jcn'::' nu] le des axes sur le1.u·s rane:l.Ux. Alors que, t)11iquelllcnt, il

correspond iL la phase lJonocaryotiquc, le mycé] JUIn "secondaire" est dicaryo-

tique c~_, po~;sèrl~ cles Ul1.3CS d 'nna.s~~omosc ; la p:-ûséance des axes ;·;ur Jes

rnl!leaux est souvent trÊ~s marquée. Bnfin, le J:lycé l inn tert ia ire, const itU0

de fi lal:Je:lts souYent trê~s difrérc~1ci5s, e:-;-/: responsahl e \le l' éll:i fi cation
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des carpophores ou d'organes vég6tatifs massifs tels que sclérotes ou rhizo

morphes. la distinction entre ces trois types m:rcé liens, les deux premiers

en particulier, n'est pas toujours facile ; G.!\.ÜI.1A.NN (1928) signale que Jans

beaucoup d'espèces, il n'existe pas de différence fondamentale dans l~

r.lOrphologie des m:rcéliums primaire et seco:1daire.

La morphogénèse des thalles du L. liT1~sUS peut être replacée facilemen.

dans cc cadre général du développement den B:l.sicliomycètes et il est tentant

de faire correspondre la phase A au nycélium primaire, la phase B au mycél itL~

secondaire, et la phase agrégée au mycélium tertiaire. Cette relation est

appuyée par des corresponclances ent.re certains caractères 1ll0l'pholog;iqucs ou

physiologiques: le système de ramification et les préséances aXes-ra.r.zcilUX

sCI:lblent identiques chez mycélium primaire et filaments A, l:iycéliœn secondaire

et filaoents D. TAillU (19GG) consiclère que le I:lycélium primaire est en

contact direct avec le imbstrat où il puise sa noun"iture alors que le

mycél iura secondaire 3e nourrit par l'intermédiaire du précé~lent et n'est pitS

en contact direct avec le substrat ; ceci est, au moins e!l part.ie, réalisé..
dans les nycél iums de type A et B. GAL'"!,L'L\'N (1928) signale quI il existe

parfois des différences physiologiques telles que le mycélium primaire reste

ra:mpant ou intramatriciel alors que le nycélilJlJ. .secondnire se ,Iéveloppe ,,"u

contact de l'air, au dessus du premier; c'est là. égaleme~rL un car.J.ctère qui

s'applique partiellement aux types mycéliens A et D.

Il est cependant difficile d'aller au-delà de cette comparaison.

L'étude c)"tologique a montré que la basidiospore est uninucléée. On peu:'

trouver très rapideLlent dans le filament germinatif des articles contenant

deux no)'Uux qui sont toujours séparés par UIle dista:1ce cou1't,e et constante

(n.utour de 8 microns) ; dnllS les c'.l1tu:-es plus â~ées, les articles sont en

général binucléés mais n'ojt parfois qu'un ~elll ou trois noy~ux (nOIS30~,

1965). Des résultats antérieurs scnblep.t indiquer, par aillf:'urs, que le

L. lign()sus est hnmothe.l1 ique (DCISSGI, 1oc. cit.-!). Il eRt. par suite tentant

de considérer let:; paires de noyaux chflervés dans les filumeni,s comw.e t~OS

dicaryons. Aucun autre critère, l'abeence d'anses d'anastomoses en parti-

culier, ne pennet d'en être certain. Her.larquoc.rJ cependant que si les h)'po-

thè·ses précédentes correspondent iL la n?alité, celo. signifie que la eticur:yo-

tisation se fait tr~s tat, parfois dôs les premiers stades de germination

de la basidiospore. Il est. denc peu vl'<J.isemblallle (iU' il :Y ait ccrreSpCilL.<:ncu

entre lef; phases A ct mop.ocaryotique (Pune par'lo, les pha;,C}, n ct di<.:;tr}'()ti-

que Ù. i autre part.

GAJ.~'lET (1944) puis 'l'C\'mS.L.~D (tO,s-t) rangeaient les "c('rùons m:rcéJjens~'

du L. l ignosus dans le [;;n.·upe <les orLanc~ ngréZ0s il. structure hOlaogè'DC.!.

L'npp(~rtenance de ln palmette è. cette Cf\,tl~gnrie est évidûnte. !l..1,is, le

rhi z,onl0rphe a une structure c('!1lJllc)~c, t'.ut il fait identiqm~ a celle dc:er:i te
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a propos du ?terul i U3 lacrJm,n~.~ (FALCK, 1909) et du Psall iota cumpcstris

(HEIN, 1930). Il appartient donc au 2:roupe do:.t l'organisation est la. plus

é'Voluée, décrit par TOY.'lN3zrm (~. cit.).

10. morpho2:énèse rIes organes agrégés du L. 1 ignosns permet de les range!"

dans la catégorie ùes cordons mycé liens ou strands (GAHJŒT, 1960), caracté

risés par leur îonnation en deux étapes, la preoière assurant la croissance

en longueur des rhizomorphe;:;, la seconde leur croissance en épaisseur. Il

reste une inconnue en ce qui concerne l'initiation des palmettes. Elle ::l.

lieu au sein de massifs très denses de mycéliu.rll aérien dressé, ce qui rend

quasi impossible le5 observations morphologiques. Par suite, nous ne savons

pas si les faisceaux de filament.s agrégés sont édifiés pur le r:lsserublcment

d'un grand nombre d'axes nés indépendamment les llilS des autl'cs, ou par un

axe ou un petit nombre d'axes ct leurs rameaux.

l.cs structures agrégées n'assurent, e11 Général, qu'un enyahissement

très inégal du substrat. L'orientation très stricte de la croi ssance, q~i C~~

fi l'origine de ce ph6nomènc, est due, non seulemC:lt au rassemblement des

filaments en f3.isceaux, mais, également, au caract0rc de la ramification des

filaments agrégés: les rameatL'{ reste;).t accolés aux axes. Cette particularH(

n'est pas propre au L. liznosus mais concerne, en ré~]ité, toutes les

structures agré2:ées du tJpe rhizomorphe ou corémie. Son choix en tant que

critère de l'agrégation pour les espèces édifiant des organes de ce type

nous paraît donc tout a fait légitime. En retour, cela aigui fie que recher

cher les mécanismes de l'agrégation revient, en pal~ie, à rechercher le

déterminisme de ce caractère.

A la suite de l'étude morphologique que nous venons {~I effectuer, nous

aborderons le problème de la mise en place, dans le temps et dans l'espace,

des di ffércnciat ions élémentaires responsables de l' apparition success:Î.ye

. des diverses phases morphologiques. l,'étude expérimentale de Il:. ferme.tion

des structures agrégées a été limitée au stade palmette. 1,' agrégat i on se

manifeste alors par un groupement en faisceaux des filaments, accCI:.Ipagné de

modifications morphologiques simples portant sur la croissance et la rf\.luif:i.

cat ion ; e Ile ne met en jet.. qu 'tUl seul t)'Pe cl' h:yphcs alors que JI JUB tard

apparaissent de nouveaux types de filaments et des différendn.tjon:; plus

nombreuses au niveau cellulaire. C'est dene au stade p::t.lmet.-t.e qne l'[l.r;r6g'~

tion parait la plus accessible ~ ]'€~)Grimcntutioll•

..



CHAPITRE II

LA MISE EN PLACE DAJŒ LE TEHPS Er D~~S L'ESPACE

DES ETAPES SUCCESSrlES DU DEVELOPPB,ŒNT

Après la description des faits morphologiques qui marquent le dévelop

pement des thalles du L. l..ig,nosus, il est nécessaire dû déterminer comment

et dans quelles conditions les différents stades se succèdent les uns [lUX

autres. Cette étude devrait conduire à une connaissance plus précise des

phénomènes de difforenciation intervenant successivement au cours du

développement. Elle a été divisée en trois parties :

A Le passage de la phase A à la phase B.

TI L1initiation des structures agrégées.

C Le développement des structures agrégées.

A - LE PASSAGE DE LA. PIL\.SE A A LA PHASE B.
=~:~===~~~=====:=~==~~c====~~=~===~=~c

Des observations effectuées jusqu'à maintenant, il ressol~ que la

succession des deux pha.ses A et B s'effectue toujours dc.ns le même senn, que

la premi~re phase n'est jamais omise et qu'elle a toujours une durée fi.nie.

Est-ce que ces caractéristiques du développement restent valables quelles

que soient les souches utilisées et les conditions de culture? Autregent

dit, des facteurs d'ordre interne ou c),.-terue sont-ils susceptibles de les

modifier ?

1 Influence des conditions internes et ext.ernes sur l'a.El?.''l.rition de3

filaments B.

fi. - Les conditions internes.

L'examen du développement de lloLlhl'eux thalles issus ch;'.r;lUl d' unB

basidiospore unique montre que, de.ns la majol'ité des cas, ln. morphog'''l,èse se

déroule toujours de la mêt.1c m,Lnière et qu'elle est conforme aux fa.its

pr6cérlclé'.illelnt décrits. L'n,spcct des culture:~ peut vü.ricr en fonction lL:'
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l'abondance du mycélium aérien ou. de la densité des filaments dans la morge

en croissance mais la succession des étapes du développement reste fondamen

talement la même: le premier appareil végétatif formé est toujours de

tn)e A ; l'apparition des filaments n ne se fait qu'après un délai apparem

ment variable selon les souches. Autrement dit, la durée de la première phase

de croissance est dépendante des facteurs génétiques ; elle peut &tre relati

vement courte mais n'est jamais nulle.

En revanche, il est possible de trouver des thalles qui croissent

indéfiniment dans la phase A. Ils peuvent dans de rares cas être issus de

basidiospores récoltées dans la nature. Ils sont beaucoup plus fréquents

quand les basidiospores sont traitées, avant germinution, par un agent muta-

gène, l'acide nitreux. Certaines souches, Dl par exem~le, donnent naissance,

après des repiquages répétés, à des lignées cellulaires qui ont perdu

l'aptitude à différencier des filaments B.

Nous aurions pu envisager l' uti lisat ion de mutant s pour étudier le

déterminisme de la morphogénèse. Cette voie de recherche n'a pas été retenue

car, en dehors du fait que les caractéristiques du développement sont

certainement contrôlées par un grand nombre de gènes (dôlui d'apparition des

filaments TI en particulier), le cycle sexuel du parasite est inconnu et il

est difficile d'obtenir des fructifications dans des conditions contrôlées.

b - Les conditions externes.

De nombreux facteurs de l'environnement sont suscepti bles d' inter

venir dans le développement des thalles du L. lignosusc L'examen systénatique

de leurs effets ne présente qu'un intérêt secondaire pour notre étnde. Dans

ce mémoire, nous nous contenterons de signaler quelques conditions qui

interdisent le passage de la première à la deuxième phase du développement.

Oans le milieu synthétique utilisé pour la culture du mycélium non

agrégé (p. 18) le thalle ne peut se développer dans l'état TI en l'absence

d'une source d'azote organique et de thiamine, ou en prasence de quantités

trop faibles de substances du premier type.

Des facteurs de l'environnement tel s que la température et l' hurnidit8

peuvent égnle~cnt intervenir. Le passage de la ph~se A à la phase TI n'est

plus possible lorsque ln température s'abaisse en dessous de 20° ou lorsque

l' humidité re lat ive s'éloigne de la saturation et prend une valcul' vc isine

de 60%.
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Différents types àe thn.lles obtenus à part,ir de boutures prélevées dans une

culture de la phase A

A - thalle dont le développement a li::'.1 li 1 abord d[mf~ la phase A puis dans
la. pha.se B..

B thalle qui se développe directement ÙI1113 la phase B.

C c·... lture mi' e, fi:\llS b. rh2.s,~ B ,-~u côté a ,icû.l ((~ ln. bou·~ure, dans la
ph~se A du côté Las~l.

Ces cliches ont été rén.l·sés n.-vcc des cultures ùe la souche Dl.

Voir texte pour l s caractérü;Li.ques d€;s bOld:,ure::. da.ns les différents cas ..
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Nous n'avons paB cherché ft connaître la signification de ces différents

résultats. Ils sont simplement une illustration du fait que le dér0ulement

normal de la morphogénèse ùes thalles du ~ lignosus n'est possible que dans

un environnement dont les caractéristiques ne peuvent varier au-delà de

certaines limites.

En conclusipn, il est possible de modifier le développement des thalles

en agissant sur des facteurs internes ou externes. Dans les conditions

expérimentales, l'apparition des filarnbnts B est inéluctable mais elle se

produit toujours après un délai durant lequel le thalle se développe dans

la phase A.

2 - Etude du délai nécessaire ft l'apparition des filaments D.

L'existence d'un délai peut indiquer que certaines différenciatïcns

internes sont scumises à ce délai, ou bien qu'il existe une modification

progressive des prcpriétés des cellules, jusqu'à ce que la différenciation

morphologique puisse se rnaniÏester. Il convient donc d'étudier en premier

lieu leE conditions de mise en place de ce délai.

Nous avens déjà sig;nalé que la différenciation morphologique mn.rquél

pur le passage de la phase A ft la phaDe B est vraisemblablement préc{dée

par des différenciations physio logiques qui se pnduisent au sein du I3ycél ft!!

de Il!. phase A, et qui se trn.duisent pnr un allongement plus rapide des

fHarlent s A. Le s éYènement s qui intervieJUlent dans ce phénomÈme et qui

jouent, de toute évidence, un rôle dans l'apparition des filaments D, peuven~

être étudiés oxpérimentalement en déterminant les potent ialités de boutures

prélevées dans un thalle de la phase A. La nature des filaments régénérés

·doit théoriquement permettre de savoir si les cellules ernpol~ées pur ]e semi

ont reçu des in fo l'mut ions préparant la di fférenciut ion morpho logique.

Des boutures de 0,1.- Inn et de 5 m:::J de côté sont prélevées dans le front

de croissance sans léser les upex cu ù. 1 cm en n.rri(~rc de ce frcnt, clc.ns

des cultures-mères de la phase A d'âge croissant. Les thalles réc;énérés

sur milieu iL l'extrait de EKtlt sont olHicl'vés teus les jours; on peut

l~éten;iner de.> cette manière la nature cl0H filaucni,s qui assurcnt }'cxtC'''-;,;i('l'

du thalle.



1.
.. ·:.::·:,:·:,·: .. ,·... ·.,__,.,·.:".· :,:,'.,':',:':,' ::01. ",':':: .:.::J

Toi Ile lieu de Age de la culture -mère en jours
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1

culture fille dans la phase A (pl. VII A).

culture fille dans un état mi:xte, B sur la fa.ce apicale de la
bouture, A sur J es faces latéral es et basa les (pl. VII C ).

culture fille dans la, phase D (pl. VII TI).

cases vides: le repiquage n'a pu ~tre effectué par suite de la petite taille de
la. culture mère.

FIGU1Œ 4

Co.ractéristiqucs des tlw.lles rég6nérés n. partir de bùutureé> prélevées du.

du rtycéliuID de Jo. p l:1::;e A
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Les résultats des essais effectués avec les souches Dl et 3204 sont

résumés par la figure 4 ; du fait de leur similitude, nous n'examinerons

en détail que ceux concernant la souche Dl.

Les boutures de petite taille régénèrent constamment un thalle fils

dans la phase A. Le développement de la culture est alors tout a fait

semblable a celui du thalle issu de la basidiospore ; à 30°, le mycélium de

type B apparaît 6 a 12 jours après l'ensemencement (pl. VII A). La nature

des thalles issus de boutures de grande taille dépend du lieu de prélèvement

et de l'&ge de la culture mère. La régénération se fait dans la phase A

lorsque des boutures massives sont prélevées dans le front de croissance sur

des thalles âgés de moins de 6 jours et, en arrière du front, sur des

thalles âgés de moins de 8 jours. En revanche, une bouture de grande

taille, faite de cellules prélevées à 1 cm en arri~re du front de croissance

régénère d'emblée un mycélium de t)~e B si elle provient d'une culture mère

repiquée depuis 8 jours ou plus (pl. VII B). Les mêmes boutures prises dans

le front. de croissance en respectant l'intégrité des apex, sur une cult.ure

mère âgée de plus de 5 jours, régénèrent un individu miJ..--te constitué d'emblée

de filaments TI du côté apical et de filumcnts A du côlé basal (pl. VII C) ;

ces cllltures traduisent l'existence d'une polarité de régénération liée au

sens et à l'orientation de la croissance dans le thalle mère.

~l conclusion, les filaments A régénèrent toujours des filaments

semblables Ù. eu..~ mêmes quand ils sont, repiqués a partir de semis de petite

taille. En revanche, les résultats concernant les thalles i~sus de boutures

de grande taille montrent que des cellules associées en un mycélium de type

morphologique A peuvent régénérer d'emblée des filaILcnts D. Autrement dit,

les cellules subissent, au cours de la première phase de croissance, WIe

différenciation telle que, bouturées en masse, elles sont capables de

régénérer directement des filaments B. Cela signifie qu'une ou plusieurs

différenciations physiologiques précèdent l'e~)ression morphologique du

changement de phase.

filaments B.

La plupart du temps, les filaments n n'appare..issent pas si.-nUltl1:l2

ment sur toute ln marge du thalle. La période correspondant à leur mise en

place dure plus ou moins longt~rups, maj s elle est toujours..
limitée. Pour pouvoir cODlparcr entre eux des thalles issus de basidiosl)orcs



lJ~ cultures A
(en log.)

100

10

heures

100 200

FIGUIlE 5

300

Répartition, en fonction du temps, du délai moyeu nécessaire à l'apparitit

des filaments TI dans dC's th[-.] les issus chacun d'm'le basidiospore appn.rten:

il une popnlHtiNl provenant d'un même carpophore.
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différentes ou de boutures mycéliennes, nous avons défini un délai moyen

hasé sur des mesures faites dans des conditions déterminées.

Les cultures sont réalisées sur du milieu malté, il partir de semis

déposés au centre de la boîte de Pétri. Les observations sont faites sur

deux diamètres perpendiculaires repérés au préalable sur le fond de la boite,

Toutes les 24 heures, on note la position du front de croissance sur chacun

des quatre rayons et la nature A ou B des filaments qui assurent l'extension

du thalle. D~s que les filaments TI sont apparus et qu'ils arrivent au niveau

des filaments A dans la marge, on considère que la culture se développe dans

la phase B sur le rayon considéré. Les quatre mesures effectuées permettent

de calculer pour chaque thalle le délai moyen nécessaire il l'apparition

des filaments B.

Cette étude a été réalisée à partir d'une population de ba.sidiospores

isolées sur lm seul carpophore (souches QI à Q48 de notre nomenclature). Les

différences entre souches portent à la fois sur la vitesse de croissance et

sur le délai nécessaire à l'apparition des filaments B. Il est théoriquemcni

possible que ces deux caractéristiques soient liées entre elles ; on peut

concevoir, pur exemple, que le délai précédant l'apparition des filar:lents il

soit long pour les souches à développeLlcnt lent ct réciproquement. Cette

h)'pothèse a été soumise au test graphique des coins àe 'l'UCIŒY (exposé de la

méthode dans QUENCUILLE, 196<1). Ce test montre qu'il n'y a pas de corrélat~oI

significative entre les deux ca.ractères précédents au seuil 5%. Autreelcnt

dit, il existe des souches à croissance lente qui sc développent dans la

phase B après \fi délai de courte durée .ct r8ciproquement.

L'étude de la répartition des nélais moyens d/apparition ùes filaments

D dans la population a été réalisée en construisant la courbe àomlant en

fonction du temps, le pourcentar;e, e:x-primé 8n logariUuàes, de cultures qui

sont encore dans la phase A (fig. G). Cette courbe présente un pn.lier, puis,

après une courte période d'inflexion, llile droite de pente donnée. la distri

bution n'est pas significativement différente d'une distribution normale au

seuil de 5%. Ceci traduit le fuit que les délais moyens n0cessaires à

l'apparition ùes filarlCnts B sont distribués au hasard, et que, pELr consé

quent~ la population ent homogène en ce qui concerne ce caractère.

Lorsque les thalles correspondant à h\ population de basidiospores

précédewl1ent étudiée sont repiqués avec une bouture my(;éliennc faite de

l'urticle apical d'un filament D) les \.lélais moyens nécessaires ft
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l'apparition des filaments TI dans ces thalles-fils sont semblables, pour une

même souche, à. ceux mesurés précéder:unent dans les thalles-mères issus de

la basidiospore. Ces résultats indiquent que le délai moyen précédant la

différenciation des filaments n est constant pour chacune des souches.

Cette conclusion a été testée à. nouveau pour les souches Dl, H4 et

3204. Nous savons que des boutures de petite taille prélevées dans une

culture de la phase A, se développent successivement dans les phases A puis

B, comme les thalles issus d'une basidiospore. On mesure alors le délai

moyen nécessaire à l'apparition des filaments TI dans des cultures-filles

réalisées à partir d'une série de 50 petites boutures (0,4 mm de côté)

prélevées dans un même thalle de la phase A. La faible dispersion des

chiffres obtenus montre que toutes les boutures sont équivalentes, donc que

l'on peut valablement utiliser ce mode de semis pour réaliser des cult'lres

jumelles. D'autre part, si l'on répète ces expériences et que l'on calcule

à chaque fois la moyenne des chiffres obtenus pour l'ensemble cles thalles,

on s'aperçoit que le délai moyen est constant pour une souche déterminée : il

est de 5 jours pour la souche 3204, de 7 jours pour les souches Dl et H4.

De l'étude précédente, il ressort que le délai moyen n6cessaire à

l'apparition des filaments B, autrement dit, la. durée moyenne de la phase .\.,

est une caractéristique importante de la morphogénèse des thalles non

agrégés. Ce délai varie au hasard parmi les souches issues d'une pOl'ulo.tion

de basidiospores récoltées sur un même carpophore mais reste constant pour

chacune d'elles.

3 - ~intien et réversibilité des caractères B.

Lorsqu'une culture sur milieu malté a atteint le stade B de son

développement, le thalle peut, théoriquement, poursuivre indéfiniment. sa

croissance sous cette forme. Duns les condi~ions naturelles, ceLte diffôre::l

ciation est perdue dans les bn.sidiosp:Jres qui régénèrent obligatoirement un

mycé lium de type A. Est-ce là. ] li seule vo i(> possible de retour vers la forme

A ou hie:} peut-on proyoqt10r" urtificiel1e:mcnt une telle réversion?
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la cultu~·e-mèl·e.
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l'our le L. lignos2.E, qui ne possède pas de reproduct ion asexuée, le

seul moyen d'aborder ce problème du point de vue expérimental consiste à

étudier la transmission des caractères B au cours du bouturage par fragments

de mycélium. l~s modalités de cette transmission sont susceptibles de varier

avec la taille des boutures, le lieu de prélèvement et l'âge de la culture

mère. Afin de tenir compte de ces trois facteurs, des boutures de 0,4 mm et

de 5 mm de côté ont été prélevées dans le front de croissance ou à 1 cm en

arrière de ce front, dans des cultures-mères de la phase n d'âge croissant.

On examine, 48 heures après le semis, la nature des Îilaments régénérés.

Les résultats obtenus à partir des thalles des souches Dl et 3204

sont schématisés dans la figure 6.

les boutures de petite taille régénèr-ent d.es culture"s dont la morpho

logie est caractéristique de la phase A, quel que soit lInge de .la cul turc

mère dont elles proviennent. Les cellules appartenant a.ux fillUilents B erlpor

tés par le semis sOld donc incapables de transmettre leurs caractères TI aux

files de cellules qu'elles régénèrent.

En revanche, les boutures de grande tai Ile régénèrent directement

des thalles de type TI si elles sont constituées de collu] es situées en

arrière du front de croissancc sur lUi thalle de la phase B mi s cn cultt~re

depuis 5 jours ou plus. Les mêliles bOliturcr., découpées dans le front de

croissance, quel que soit l'âge de la culture-mère dans lp-s limites de

l'expérience, ou à 1 cm en arrière de cc front sur tille culture-mère agée ùe

moins de 5 jours, régénèrent des individus mü..-tes identiques ù. ceux décrits

précédcn~cnt : de t)~e B du côté apical, ils sont ùe type A du côté basal;

ils traduisent l'existence d'une polarité de rég~nér8tion.

La transmission des caractères des filaments TI n'est denc assurée

que si le bouturage est fait à partir d'une masse mycélienne importante. Cn

assiste à un retour vers la phase A quand les boutures sont. suffisaI:lI:!ent

petites la morphogénèse se déroule alors de ln même manière que pour le~;

thalles issus d'une basidiospore.

4 Conclusions.

L'étude chronologique du développement apporte des informations

supplémentaires aux faits purelilent descriptifs.

LI examen de nombreuses cultm'"ls lûontre que le m:rcélium construit il

partir d.o la b;"LSidiospore est touj<'urs de t:l1c A. La phaGe 13 (,U Lé,-clOPP'i';r':,:

n'est atteinte qu'à la suite d'un délai mo:rcn qui est constant pour une

souche déterminée, mais, en généra.l, différent entre" souchos.
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Au cours de la phase A, il se produit une ou plusieurs différenciations

qui ne se mariifestent pas irnr.olédiatement dans la morphologie des tlmlles mais

permettent aux cellules ùe régénérer directement du mycélium de type TI

lorsqu'elles sont bouturées en masse.

Dans nos conditions expérimentales, le passar,e à la phase n est

inéluctable et le maintien de cet état est assuré indéfiniment si la propaga

tion est effectuée avec des boutures de grande taille. En revanche, le

m:rcéliulll se dê\reloppe de nouveau dans l'état A si le bouturage est effectué

à po,rtir de semis suffisaIlUJent petits. Ces résultats sont conformes à une

idée très générale selon laquelle l'état différencié n'est transmis par

bouturage que si la masse de cellules différenciées repiquées est suffisam

ment grande.

Uemarquona que les modalités de transmission des caract~res mycéliens

au cours du bout.urage peuvent être uti lisées de manière prat ique pour

obteni r à vo lonté des thalles qui se développent successivement dans les

phases A puis TI, on qui régénèrent directeClent des filaoents B. Cette

possibil ité 0. été constamment e:xploitée dans la suite de notre travail.

TI - L'INI'I'IATICX nzs STl1lTCT"LTcES AGfŒGEES.
====c==::~:=~==~~==========~~~==~~;=~~=

Dans les conditions naturelles, le L. li1Q1o~ passe du stade non

agrég(~ a li stade agrégé quand il se déve loppe dans 1e so l sous fo l'me de

palmette puis de rhizomorphe à partir d'une masse ligneuse exploitée de

manière mtprophytique. F.n culture in vitro, le passage a lieu dans le même

sens quand le thalle est trrtllsporté du milieu malté sur un substrat autori

sant. l'agrégat ion. les observat ions effectuées f,ur le développement du

nycélium non agrégé permettent de poser deux questions relatives 0. ce

pe_ssage. Les structures agrégées peuvent-elles naître 0. partir de n'importe

quel stud<: dudéveloppement ? La m<:l.Gse, la nature et l'âge du m:rcélium non

agrégé jouent-ils un rôle dans la morphogénèse de~ structures agrégées

o.uxquelles il dorme naissance?

1 - I~ Inycélil1n}2r:rtê./lé peut-il se rliffércncier à n' importe fLuel Gtrtde du

développement ?.

Puisqu':i l existe det1X étape.:, du développement au sein du rn:rcél ium non

ngrp,...;é, on pent S~ {Jemnnc1f:-r non seulement si Jes phases non agrégGes peuvent,

At . . • l ,., i . l ~ t - , te·re OI:nSfH3, Iilals~ p us prcclserucll·" Sl es sùruc ures agrcgees peuven,

appc.raître djrectement. à pa.rtir du raycéJ ium de la. phase A.
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FIGUP..E 7

Aspect morphologique et croisse.ncc rad in.le de thalles issu~; de boutnre s d.
tailles différentes, obtenuE: sur deux milieux dont l'un pCèTlet l'ugrégati l

1. Boui..urfl de grande taille sur milieu malté; 2. Bouture de petite taUll
sur milieu mdté ; 3. Bouture de grande taille sur milieu 1:S1 ; 4. Bou·
de petite taille sur milieu MSle
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Les études précédentes montrent qu'il est techniquement facile

d'obtenir des thalles dont le développement se poursuit indéfiniment dans

la phase A ou dons la phase n ou des thalles qui passent, comne ceux provenan

de hasidiospores, successivement par les stades A puis B, soit en ut ili sant

des boutures, soit en utilisant des lignées mutantes. Cee thalles ont été

cultivés simultanément sur des milieux conduisant selon les cas n. la forma

tion de fi laments li hres ou de structures agrégées. Ces techniques ont permis

d'analyser in vitro les relations entre les éléments agrégés et non agrégés

de l'appareil végétatif.

Certaines souches du!. lignosus ne conduisent jamais iL àes structures

agrégées ou le font rarement et, dans ce cas, toujours au bout de délais

très longs, même lorsqu'elles sont placées dans des conditions convenables

pour les autres souches (cultures sur bachettes d'Hévéa déposées sur du sable

Inunide). Or, nous constatons par ai lIeurs que ces même s souches sont incupa

bles d'édifier un Llycéliuill de tJpe B à partir du mycélium de type A premier

formé.

LorsClue des boutures de' 35 lIII:l de diamètre s::>nt prélevées avec la

gélose sous-jacente et déposées sur des lUllleR de verre, les thalles sont fait

d'abord de filaments rayonnants lâchement agrégés en palmettes, puis de

cordonnets, si toutefois l'hlUuidité de l'air environnant reste proche de la

saturation. Lorsque cette condition n'est pas réaliAée, le mycélium prend un

aspect duveteux et demeure indéfiniment non agrégé • les caractéristiques

morphologiques ct biométriques de leurs hyphes rapprochent ces deux catégo

ries de.thalles respectivement des formes non agrégées B et A. Or, rappelons

que, sur les substrn.ts gélosés, le paszae;e de Ja phase A il. la phn.se 11 n'est.

pos~iblc que si l'air ambiant est saturé en eau. Cet effet de l'hwnidité

tend iL indiquer, corume les différences entre souches signalées plus haut,

que les conditions nécessaires pour le passage de la phase A i la phase B
.sont également nécessaires pour l'agrégation.

La relation entre les diverses formes adoptées par l'appareil végéta

tif apparaît plus clairement encore si on cempare la morphologie des m:.eé-

liULlB des phases A et B cultivés sur des milieux autorisant ou non l'agrt:f':il.

tion. On réalise des cultures jumelles il. l'aide de couples de semis identi~

ques déposés l'un sur un substrn.t PCrJ:J(,ttant l'agrég;n.Lion (mil ieu 131 Ù

pH 4,2 contenn.nt 1 g/l d'a~pn.rngin(;)~ l'n.utrc 8111' llIl mil::eu r:rdté où Jes

caractères A ou D s'rtffirment c1nir{,)''1ent. On CGllsto.te alors pou.:' chr.que
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couple de semis de grande taille que l'un régénère un mycélium d'emhlée de

type B tandis que l'autre s'agrège imJédiatement (fig. 7). En revanche, il

faut attendre un délai pour obtenir l'agrégation des filaments lorsque les

cultures provierment de p~tites boutures (fig. 7) ; l'étude des courbes de

croissance radiale et l'examen morphologique des cultures montretJrque ce

délai correspond ù celui qui est nécessaire à la formation des filaments B.

Le~ changements de pente observés simu]Lané~ent dans les courbes de crois

sance 2 et 4 (fig. 7) corre spondent en effet au début de l' apparit ion des

filaments B dans les cultures sur milieu malté (courbe 2), à l'initiation des

palmettes sur le mil ieu autorisant l'agrégation (courbe 4).

Ces différentes eJ~ériences mettent en évidence l'incapacité du

mycélium de la phase A à s' agl'éger •

Autrement dit, àllns lUl thrdle obtenu à pu.rtir

d'une basidiospore, l'agrégation ne pent avoir lieu qu'à la suite d'Wle

première différenciation apparue au sein du ruycéJ iUIll non agrégé. IJais

il n'est pns nécessaire que cette différenciation so it expl'iruée morplJ(l logi

quement. En effet, les thal1l?s issus de boutures de petite taille cultivés

sur un milieu autorisant l'ag;régation se développent sous forwc agrégée,

directement à partir du thalle de la phase J.., dès que celui-ci a atteint

potentiellement l'état TI.

2 _. .!L.1~Jçrér':atjon est-elle préparée au sein du n~y(;6]ium non n~gé ?

Les conclusions précédentes peuvent être exprimées sons une autre

forme. La formation des palmettes a toujours lieu à partir de mycélium non

agrégé, soit sous forme A qnr..lld les boutures sont àe petite taille, soit sous

forme B quand elles sont de grande taille. Il existe,de toute évidence, des

relations entre mycélium libre et mycélium agrégé. On peut alors se dcr.:arH;er

si la natnre, la masse et l'âge des cellules constituant le thalle non

agrégé jouent un rôle dans la morphcgén0se des structures agregees qu'il

L'étude de ce phén();l1'~i1e a été n~al isée à pc"1.rtir de thalles dont ln.

première partie du développen~ent fl'effectuê sur "l:JlC membrane de ceJJophanc

déposée /1 la surface d'u.a mil:ieu n;n,lté, 'l'outr::s les 21 heu.rcf;, une partie è.cs

culturef; e~1t trallf;férée sur un miJieu. permette.nt l'agrégution (milieu ;,~Sl

• lf·"·"' '1 '"' ". 1 1 ' • i. J 1SL~1!:J rtLr'i).r;;'::J~-;ê i..; rl.L~. \rCl~~]11 LC ,;':';'j L\t,'C JD. cc.J()1~r:anc f~Ol~f-:·"Jacell·,c, c.:: . ,,~:"::.'
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l' '1ge (lU r.1:,rcé l i'ln non lî;;régé surIa for:::w.t ion des structures agrégées.

Les chiffres fig1ll'é,~ au--dessus dû;:; cultures transférées roprésente'"",

le (161.d~, en ,jours, néCGS8:tir0 il l' n.pparition des structures agl'égées a1)r;

le trr"nsfcrt 3m' ;,lili0U :,~:31.
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étant découpée à 1 ou 2 mm en avant du front de cro issance (fig. 8). Des

boutures semblables a celles donnant naissance aux cultures-m~res sont

également repiquées d j rectemcnt sur le mil ieu MS 1. On observe le nombre de

palmettes fonnées et le délai nécessaire à leur apparition à partir de

thalles des phases A et B qui se sont déve loppés sous fonne non agrégée

pendant 0, 1, 2, 3, •••• n jours.

Les thalles se développent à partir de petites boutures de la

souche H4 (0,4 lllI.l de côté), d'abord dans la phase A puis, après un délai

mo;yen de 6 à 7 jours, dans la pimse B. Les caractéristique.s des thalles

agrégés obtenus par transfert <le cultures non agrégées d'âges variés sur

milieu 1~1 pcrœettent de tirer les conclusions suivantes •

. Parmi les semis ensemcneés directement sur le milieu 1!Sl beG.ucoup ne

régénèrent pas. En reyaIl.che, si la rec;énération a eu lieu sur le milieu

malté, même durant un temps a.ssez court, la croissance SUl" le :ililicu }1S1 .sc

poursuit plu3 facilement.

Pour les thalles ûg\~S cie .~ à 5 jours au momcat du transfert, le tC:lliI1S

nécessaire à l'initiation dec palmettes} mesuré a partir du transfert

(fig. _8) diminue régulièrement ql.w;,d l'aGe de la culture a'J~lc;lteo L'l.l.~l"C:g;l.

tion ne pouvant se produire que lorsque le thalle n attei3t le stade B~ le

délai précédant la 111ise en place du .oycéliul1 a6ré~é doit tenir CODptlJ ÙU

délai nécessaire au thalle pour attci~dre l'état D. A pnrtir du marnent o~

le mycéliuI:1 est potentiellement capable de se différe.l.cie~ sous la forme

agrégée, il faut ~l délai de 3 Ù. 4. .i"'!lr3 pour que ùes p.:tlmettcs soient

initiées. :!J'autre part, à partir lies thalle::; les plus jeunes, les palmettes

sont toujours assez mal individualisées et le rnycéliUI:l peu agrégé

(pl. VIII A) •.

En revanche, dans les thalles plus âgl~S (5 jours ou plus au l:lOmcllt du

transfert), les palmettes apparaissent au bout d'un délai plus court (2 jour!

en moyenne) et sont bi€:n !lifférellciées (pl. VIII B). En outre, ce déLti 11e

varie plus quel que soit l'âge dl; thalle, dans les limiLc" de l'exill.!ricncp.

Ces changements dans les conù it ions fi' appari!- ion des structures üp;régées

correspondent d:ms le tCl;IpS au sta.de; de <l:i.frél'cnciation des filanents D.
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rnflu~nce de lu nuture, de l'5ge et de la masse iu Dyc61illi~ non agl'uge à

partir H..]ll01 sont fnrm6cs les structures a:;l'",gcc3

A - IJ<:dmcttcs peu a G é(~ée,,:;, fonnôfSs à ru.r il' d'un Challe de la !JIll sc A

transféré ~llr milieu 1.t.;1 ù. l'ige de 2 ou 3 .jours (cliclll~ pris 12 jet
11 j , );:"0:3 le triJ.:lsfc;·t).

B·- palmettes bien différenciées rC(~énérées il pil.::-tir d'un tlm~le issu lle
PL'~~.·.tp,c; 110 lt\l::'~~3 trr'.l':=;:··:~:u St.r· ~ .• i:1: _~_~ :~~Sl t.L 1 f,let). ·l~~ 5 c ~ G j0ur' (el},
'Hi ~) jet e j l1Jlrès Je t;:-nn,;.(_·~·l) •.
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Le nOrJbre de palmettes formées par thalle augmente avec l'âge de

celai-ci. Ra,pporté ù. la circonférence du thalle, il augmente également, ce

qui veut dire que les palmettes sont de plus en plus rapprochées les unes

des mItres. l1apporté il la surface du thalle, il diminue.

De Iilêoe que précédeLmlent, l'initiation des structures agrégées

demande un délai plus long et échoue fréquell1Jl1ent quand le semis est déposé

directelaent sur le mi lieu ~JS1.

Quand la bouture a régénéré sur le milieu LUl.lté, ne serait-ce que

24 heures, les palmettes apparaissent beaucoup plas rapidement et le délai

nécessaire à 1 CUI' différenciation ne varie pratiquement pas quand l'iLge du

thalle transféré croit (2 à 3 jours). Le nombre de palmettes augmente

régulièrement quand l'ûge et le diamètre du thalle non agrégé augmentent

égalcnent. Rapporté il l'unité de surface, ce nombre de pah.l~ttes reste

constant pour les cultures ûg~cs de moins de 4 jours et diminue par la suite.

Les ex:p6riences précédentes montrent tout cl' abord que des boutures

placées directcl:lCnt dans des conditions permettant l'agrégation régéilèrent

rarement du mycéli\~ agrégé, même si elles sont ùe grande taiJl0. Cela

signifie que la régénération de nouveaux filaments ù. partir du senis est

diffièile sur un substrat qui n'est pas favorable il la croissance du

mycéliUL1 libre.

L'initiation des palmettes est plu3 facile quand des thalles entiers

sont transférés sur un substrat autorisa,nt l'agrégation. Les po.lmettes sc

forment: plus rapidement et en plus grande abondance 10r.squ'elles sc

différencient à. partir d'Ulle Da,sse importante de cellules uI>partena,nt à. la

phase non agrégée et lorsque ces cellules sont dans l'état B. Non seuleMent

le 1l1ycéliuLl de ln. première ph,cse est i!1capable de s'agréger, mn.is, comparé

à ce lui de la phase B, il il' apporte q\l0 très peu d' informat ions aux ri ln~nent ~

'régénérés sur un mil ieu qui uutorise l'agrégation : les structures agrC:g'~c~

auxquelles ils donnent naissa:1.ce sont, p~u différenciées (pl. VIII) et

apparaissent apr~s des délais tr~s longs. Dans les w&~es conditions, un

tlmlle non ugr~g6 fait de filaments TI est capable de régénérer rapidem8Dt

un grund nomhre de palmettes hien di fférenc:iées ; cette uet i 'ln n'est pas ,hw

seulement à l'accroisseI:10nt, avec celui ,lu diamr:trc ùu thalle, Ùll nowhrc de
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l'accroissement du nombre de cellules constituant le thalle. En effet, le

nombre de palmettes initiées par un thalle de la phase B est proportionnel

i sa surface, au moins pour les cultures &gées de moins de 4 jours.

En conclusion, il apparaît que, non seulement les filaments B sont

les seuls capables de conduire ù la phase agrégée, mais qu'ils sont le siège

d 'tute différenciat ion interne qui prépare l'agrégat ion.

3 - Formation des structures agr~ées : localisation et répartition.

Ln comparaison in yitro des cultures de mycélium non agrégé et agrégé

montre que, dans le premier cas, le milieu est entièrement envahi et de

manière uniforme alors qUé dans le second, le substrnt n'est pas occupé sur

toute sa surfn.ce ; il reste toujours du milieu libre entre les palmettes et

entre leurs rnmeaux. Cette localisation des structures agrégées pose donc un

problème géométrique de répartition dans l'espace.

Nous l'avons abordé expérimentalement en transféra.nt des thalles non

agrégés de la phase B sur ùes substrats n.utorisant l 'agré~lüion. Des boutere2

circulaires de 8 mm de djunlt!tre de la souche Hel sont enscJil.encées sur' des

membranes de cellophu.u0 déposées ù. lu. surface d'un milieu nalté. Les thnlle:;

fils sc développent dans ln. phase B. A l'âge de 3 jours, il::; sont trallsf6ri~s

avec la cellophane sous-jacente sur des substrats US1. à pH 3, 8 ~t 4s 3,

contenant ious àeux 1 g/l d'asparagine.

Sur le substrat le moins acide, les pa.lnettes appa.raissent dans un

déhd de 3 jours ù part il' cl' une couronne cont inue de mycé 1 ium aérien clres.s8

qui s'est différenciée dans la zone apicale après le transfert (pl. IX A) ;

elles semblent réparties de ma.nière unifonne à la périphérie du thalle non

agrégé. Sur le substrat ~,iSl le plus acide, le transfert du thalle est suivi

d'un arrêt a.pparemment tntal de la cl'oissance. Les filaments TI plon~e~~t da'15

·le milieu et donne:lt naîsl3ance ù des filaments intrUlilatric:icls intellS'~I!lenL

ramifiés ù. élongation tr(~s lente. Dans la pIUpa,l-t des ca", il appu.raît plus

ou moins rapideiJent à la surface du ih::111e non n.~régé et en arrière (~c la

l:w,rge, des plllges d'étendue variable rccouvüries de m~!c6liuJiJ aérien (lrcssC.

(pl. IX n). Ces zones peuvent envahi!' les ré~jons voisines ût parî<'is mémr>

la totalité du thn.lle non agrégé; clles restent plus souvent locn.] isCcs et

bie:l individualisée:". En générBl, elles donnent naiss:luce Li un groupe ~le

p::dmcttcs t.rès rn.pprochécs les unes des autres. C01:UllC il ne se fOl'!1C j<'.mnis
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de structures agrégdes en dehors de ces zones de myc&lium a6rien dressé

denses, celles-ci peuvent être considérées C01Ill.Je les centres de formation des

palmettes. Le groupement des structures agrdgées formées à partir de Dl3.ssifs

discontinus apparaît de manière évidente. Est-cc que des ph6nomènes semblable

interviennent lorsque les palmettes se forment ù. partir d'un anneau de

mycélium a&ricn dressé apparemment continu?

Pour le savoir, nous avons étudié la répartition des palmettes ù. la

périphérie du thalle en mesurant les distances qui séparent deux palmettes

voisines et en construisant la courbe de distribution des distances entre

palmettes (fig. 9 A). la comparaison statistique avec la courbe théorique

(loi normale) montre que les palmettes ne sont pas distribu6es au hasard à

la périphérie du thalle ; le nombre de palmettes très proches les lUles des

autres est beaucoup plus grand que celui qui correspondrait à une répartition

au hasard. Cet excès est compcns6 par l.Hl déficit ùcs palmettes situ0cS Ù une

distance moyenne l'ulle de l'nutre. Il apparalt e:1fin un excès pour les

palmettes séparées par de grandes distances.

Dans une étude du même tJpe, 103 résultats ont été interprétés en

comptant le nombre de palmettes régénérées dans des necteul':C de 2TI./16 ou de

21(/8 d'angle au sOllL"net. Pour chaque secteur, on calcule les fréquenc0s de

ceux portant. 0, 1, 2, •••• n palmettes et on en construit la courbe de

distribution (fig. 9 B ct C). En cotJparant statistiquement. ces deux distri

butions observées avec les effectifs théoriques donnés par la loi binofidale,

on arrive à la conclusion que la répartition des structures agrégées se fait

au hasard pour les secte<lrs de 2Té /S. Pour ceux de 21(/16, la distribution

observée est sig;nificativement différente (le la loi théorique. 1;1 figure 9 TI

montre que ces différences provie!ment essentiellement. d'un excès des

secteurs contenant Wl. nom1n'e moyen de palmettes (de 2 à 4). Ces résuJtu,ts

-sont confûrmo:.3 au fait que les palmettes ne nai asent pas au hasard fJ. la.

périphérie d'un thalle non agrégé ; elles ont tel1dance ù. être groupées pl1r

2 ou 3 et ces groupes sont eux-mêmes disiri hués au hasard.

Cette analyse moatre en définitive que la notion de centres de ferna.

tion des pahwttes doit être conservée mênc quand les structures agr0g(;eS

sont fonnées ù p:trtir d'une couronne continue de mycéli1Jlll !Lérien drC[};3'~.

Celle-ci est formée de centres de fonllttioH ".:.r('s raPPl'Üc:10i3 Ici.; uns '1es

antres situés tous dans la zone sul~-ap:icale et dOè1nu,!l-t. naissance el} ?)lo:renn0

~ 2 ù 3 palmettes tr~D proches les u~es des uutre3~



11 -

Deux h~l)()thè~es peuvent ren(~re compte de la localisuti(lll des centres

formc.tcurs des palmettes: cu bien ils correspondent il ùes groupes de cellule~

qui seules sont capublcs de donner naissance ù. du mycélium agrégé, (lU hien

toutes les cellules d'un thalle possèdent cette potentialité mais, en raison

des corrélations qui s'exercent entre elles, Beules certaines l' e:l>..-priment. la.

comparaison de la localisation des centres de formation des palmettes en

fonction <lu pH du substrat (pl. IX A et n) est favorable à cette dernière

h)-pothèse.

Desrésnltats plus précis ont été obtenus quand les expériences précéden

tes sont réalisées aYcc des thalles de ln phase TI is~us de boutures cp.l'rées

ou en forme de croiEsant découpées ùans de;, oultures sur cellophune. Aprè's

trn.nsfert sur le milieu 1\~1 de plI 3,8, les pLll!!ettes qui sc déyeloppent à

partir des thal les issus de boutures carrée:=;, sont toujours localisées clans

.les zones situées en face des c{uc,Lre côtés ùu senis, Cf'n(1uisant il une dispcsi

tien en croix tr~s caractéristique (pl. IX D). Lors~ue la culture nen ngr~c6e

provient d'une bcutt:re en fC'rr.:e de croissant, il apparaît, dans les mêmef.

la partie Ôl thn.lle ccrresponc111nt Ù. la face concave de ln. bouture, à peu l'r('i:

sur l'axe de s)~étrie Ge celle-ci (pl. L~ p).
Ces derniers résultats montrent que des factem's internes int.erviennent.

dan::; la localisati011 des centres de fonr;c.tion. leur action n'est cependant

pas toialenent indépeJ'(~n.llte de celles des facteurs ùu milieu. Si, en effet,

Jes transferts sont réalisés sur le substrat ~Sl de pIT 4,3, les palmettes

apparaissent en n'impc,rte quel point de la pl:riphérie du thalle, en plus èe~;·.

zones priviJ ér;iées llécrites précédemment (pl. rc" C et r:;). En général, le:3

FulLlet.t.es (~ei partent. de ces régions sont plu~ serrées, plus nCLlbreuses et

apparaissant lm peu plus rapiùCl:lCnt que celles qui se différencient. n.illel!.rs

sur la lli~rce de la culture.

LI ensewble des e3..1Jl':riences pr6cé(1entes tend n preuver que 1a local iSctt iO::l

des centres de forr.::etioll des palr.1Cttes n'est pas la tntl~_ucti0n (l'une

différenciation, au Rein LU thalle l1C'n agr6r;6, de groupes de ccllüles seules

capables de ~cn~cr naissance aux ~&lmcttes. Elle résulte, au contraire, de

corrôlatio,ts qui sc U<~l~irest('llt (-u s'ét.ablissent après 10 transfert e!r:':.r0 1~;,

filaments l'resents à la p'::riphérje du thalle.
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4 - Conclusions.

L'étude du passage de la phase non agrégée à la phase agrégée conduit

aux conclusions suivantes :

a - L'initiation des palmettes n'est possible que lorsque le thalle

non a.grégé a n.tteint, potentiellement, le stade B de son développement. Mais

il n'est pas nécessaire que l' éLat B soit exprimé morphologiquement.

b - Le mycélium de la phase B est le siège de différenciations internes

qui préparent l'agrégation.

c - Les palmettes apparaissent groupées par 2 ou 3, à pnr-tir de

centres de formn.tion qui sont répa.rtis au ha.sard ù la périphérie d'Wl thalle

non agrégé de la pha.se TI régénéré à partir d'une bouture de forme circulaire.

Cet.te répartition nu hasard peut être pertur~)ée quand le fllycél iUI:J. non

agrégé est issu de boutures dont la forme (carrée ou en croissant) introduit

une hétérogénéité dans la régénération des filaments D.

C - LE DEVELCPPj:.:.;:C':T DES STPUC':'UrŒS AG:ŒGT::I~S ET II':S PCSSIBIUTES DE m~VEnSICN
c~=~.~=~~==~~t~~:~~~~=~~=~~~~~~;=:==~~=~=~===~~=~=:.~~==~===~=;.===~=_~=~::===~=~~

VEns LES F'OI11,:LS lW:-r AG1ŒGEI:Ç;.
=~~~=~~c=;===~_===:=~=~~==:====

Une fois initiées, les pailLettes vont cro-ître ct se ramifier ù ln.

surface des substrats. Dans certaines concEti ons, e Iles peuvent perdre leur

état ngrfg~. Nuus ttudierons donc le développement des structures agr~g~es

et les possi hi lités de réversion ycrs les formes libres.

1 - Croissan..ce et ranificntion slesl!2-lm(;ti~

tes caractéristiques du déyeloppeoent lies structures o.gl·égées ont été

étudiées dans des condiLions telles que le petit nombre de palmettes

régénérées permet de suivre faci lenent ] CUl' cro issance et leur rar1i ficat ion.

Des boutures de 7 llll de côté faH.es de filumcnt~; E ùe la souche 1I4

sont ensemencées sur lUl substrn.t ~.~S2 contenant 20 g/l de glucose et· 0,01 g/l

d'asparaGine. les centres de form<:'Lt ion des palmette s appa.rai ssent sous ferme

de touffes de mycéliwil a.érien dressé qu'il est. facile de repérer sur le font:

de la boite de P~tri. On suit de la m~Re mani~rc les palmettes en croissance

actiVé en fond·ion du telllps. les résultn.ts, portés dans les courbes Ge la.

figure 10, wCll'Lrent que les centres de fOl'nmtion appuru.i[~sent tlniqll,-:uenL

dl11·ant J0.Li qp:J1,rc premiers jours dc cultm'p. Un ccrtn.:ir llPmbre sC'l.1JcJ:1cnt

panai Cll~ donnent nu.iss'lnce ù àes p~lilictt.('f:; qHi. poursuiycnt Jeur crc·jssancc

on ceSf;cnt de croître ) ()l'squ~' ln culture "iei! lit.
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De ces obseI~ations, il ressort que le d6veloppement du thnlle ngr6gé

est soumis à ùes phénomènes de régulntion qui intervienncnt en limitant le

nombre de centres de formation, le nombre de ceux qui sont actifs et le

nombre de palmettes qui poursuivent leur croissance.

la ramification de la palmette est le résultat de la séparation dans

la zone apicale de faisceaux de filaments qui poursuivent leur croissance

sous forme agrégée en se séparant les uns des autres. Tous les rameaux ainsi

formés ne poursuivent pas leur croissance ; certains se développent sous

forme non agrégée d'abord en surface puis en profondeur dans le substrat

ils cessent très vite de croître (pl. X). Il existe donc, là encore, tm

mécanisme de régulation limitant le nombre de rameaux qui poursuivent leur

développement.

Une étude précise de la croissance et de la ramification des palmettes

a été faite dans des cult11res o~ ces organes, du fait de leur petit nombre

et de la grande étendue de substrat dont ils cljsposent, peuvent se développer

longtemps sr...ns se gêner mutuelleoent ni être ralentis pa.r les bords ùu

récipient dl'! culture. Des boutures de 1 cm de côté fuites ùe mycélium TI de

la souche 114 sont ensemencées dans des fioles de Roux de 1 1 contenant 1CO ml

d'un mil ieu MS2 complémenté avec 0,1 g/l d'asparaGine.

On mesure ~ous les jours la croissance des palmettes ct le nombre de

rameaux actifs qu'elles portent. Les courbes dormant les variations de ces

deux caractéristiques en fonction du temps peuvent être construites pour

chaque palmette. la. planche XI reproduit les résultats les plus typiques

obtenus parmi lAS 55 palmettes observées.

Dans tous les cas, la croissance est linéaire ;sa vitesse est de

l' onlre de 5 mn par jour.

Quand la paILlette n'est pas gênée dans son extension, le no:nhre de

raoeaux en croi saanee varie selon une courbe e:xponentielle ; ceci confirme

les faits d'observation directe sur le mode de ramification. En effet, chuqnc

ramcrLU peut se diviser après une certaine éion[;ation en n rD,meaux fils et If?

nombre total de rameaux suit ainsi tille progression g6om6trique qui EC tradui~

graphiquemellt p(l.r l:ne e::q)()llel1tielle~ Ceci n'ebt valû.blc, bien entendu, (lue

lo1'5(1'1e tous les ruueu.ux poursuivent leur croissance, ce qui est scuyent

réë,lis6 (Jans les jemw8 palmettes (pl. XI,! ct n) ; mair. j plus ou moins

rapidement selon les t.halles, des rrtmcaux cessent de s'allonger alors que
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d'autres poursuivent leur croissance et se rami fient. de nouveau. ln fréquence

relati1re <.les ùeux phénomènes se traduit sur les courbes donnant le nombre de

rameaux en fonction du temps par une diminution de la pente, par l'apparitioll

d'un palier, ou même pf'.r un décrochement avec diminution du nombre ùe rllI;lCaUx.

en croissance (pl. XI c\ et n). Ln ramification peut ensuite reprendre comne

au ùébut du développer.lCnt et être fi. nouveau stoppée (pl. XI TI). Ces phéno

mènes interviennent parfo is très tôt ; les premiers rameaux formés s'arrêtent

de croitre (pl. Xl C et D). Dans d'autres cas, tous les rameaux sont

inhibés en même temps (pl. XI E) ; plus tard, un ou deux d'entre eux peuvent
, ,

reprendre leur croissance et se rnmifier fi. nouveau. Enfin, il n'est pas rare

de trom"er des palmettes qui s'allongent très longtemps sans se rami fier

(pl. Xl I:').

lA variation du nombre de palmettes et~.p.e rameaux qui poursuivent leur

croissance par rapport a. ceux qui sont inhibés rend compte de l'o.spect

morpho logique des structures agrégées jeunes 0 hservée S llussi bien cluns le s

cultures sur milieu g6losé que sur du sable, ou dans des conditions

naturelles: palmettes plus ou moins étalées en éventail, raDeaux tr('s isolés

les uns des autres ou au contraire coulescents, reprise de croissance par

un petit nombre d'éléments agrégés.

En définitive, l'ensemble des palmettes d'un thalle agrégé ainsi que

les rameaux qu'elles portent ne se développent pas indépenclannuent les uns

des autres. Il existe des mécanismes de régulation qui ÏIlter'viennent au cours

, du développement et limitent l 'ex.-tensionetJa ramification des structures

agrégées. Signalons au passage qne des e}.,llériences ont permis de montrer

que des mécanismes de régulation interviennent dans la suite du déycloppcu:ent;

lors de la formation des cordonnets et des rhizomorphes dans le Llyc[lium

agrégé laissé en place par la palI:lette (nOISSON, à. panLltre).

2 - ~!aintien et perte de ]' état a1i!.'ér;é.

Dans les conditions naturel les, nous SD.yons Clue l'eEy",llÎsf;0rclcrrt, de

substrats ] igneux mort s ou la pénétrnt ion ùe t i ssu.s vivant s sont réal isés FLl.l'

des filaments libres ql1i apparaissent à partir des structures agrégées

assurant lu propar;ation clu parasite; il existe dO;lC ùe::. pcssihilit()B de

dédiff~renciation.
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Ce problème peut être abordé i!! vitro de deux manières différentes_

Les structures agrégées t)l)iquos n'ont été obtenues jusqu'à. présent que sur

des substrats particuliers ; il est par suite logique de se demv..nder ce qui

va se passer si l'on oblige des palmettes obtenues sur un milieu permettant

l'agrégation, à se développer Sllr un milieu non f{lYorahle COlillUe le milieu

malté. Ui~e (leuxi(~llJe possihilité consiste à. d8terminer dans quelles conditions

la différenciation est stable sur des milienx autorisant l'agrégation.

Le transfert de palmettes de différentes tailles sur milieu malté est

toujours suivi de la perte de l'état agrégé. Si la bouture est de petite

tn.ille, ]e thn.lle se développe Luccessivement dans les phases A puis B ;

lorsqu'elle est de taille importante (palmettes de 1 à 2 cm (le longueur),

elle rég(~nère un thalle mixte fait de filaments D du côte apical, de filQ.I:l(~nt,

A à pL'rtir de ln, base et des côtés ln.téralLx (pl. XII A). Cette llé-Url'E(~néit(

dc:,ns ln rl-gGr'.érn.tion trtu)uit une poln.rité iLcntiqn8 [1 celle décrite pr{c(~

del;lneni: pClJr le r.:ycélil'.':t n01. a[:;ré[:;ô de type B.

Pour vérifier ql~e les ré.suJtuts p'écédcnts ne constituent pas seulcmcr~t

l:11 effet <lll. boutllruge) j,10US avons utilisé une uutre 1:eclll'.iquc consistent

à obliger le ChaL1pignon li. se dén:1opper d'abord dons fOI"1:1e aGréGée puis ù.

pn.sser SUl' un substrù.t ne permctLn.nt pn.s l'ucrér:aiion. A cet.te fin, des

boutures de 5 x 30 mm, découpées' dans des cultures sur cc lloplmne de la

souche JI4, sont ensemencées de 1:lt1ni ère excel"ltrée d;:l,ns c:cs boîtes de Fétri LI.

deux cor.lpartineni.-s contenant, le premier du milieu ~1, Je deuxième du mili~'>

malté (pl. A_Il n) ; les cxplantats sont déposés sur le In'emier substrat. Il:.;

régénèrent des pa1J:lCttcs qui perdent l'état agrégé dès qu'elles atteignent

le milieu mnlté (pl. XII n).
Ces cJ.,--p0ricr:ce::; llwni,rent qi.1C le maintien de l' étut agré;::0 est fortell1011t

dépendant 0.2 la qualité du substntt ; en particulier, le pn.i:iSrif:;e sm' du

mi li eu 1:10.1té conùuit toujonrs à. p.n retour ft ] e forDe ron agrégée.

L'étude r!u maint.ien de ] 'état agrégé sur un militu n.utoris'lnt l'abré-.

gc.tion u. été réalisée ù partir de cultures de ln. souche Hl, obtenues sur

des lilcrJ.l1"anes dn celJollj,;ll'1e déposées ù. ln. surface (lu rrilieu 11$1, âgées

(~e 9 jourr:. Le bouturn;:;c C[~t effcct110 ayeC des puln:cttes de 5, 10, 15, 20

ct 25 lI;;:;l (le lODr,"'-"}j.·, pl'éll?-'2e:,s av'·'c 10. cell(~:Îlar_c <:;Cl'i:--:jacentp. sm'.:'; lé::-.,:·]"

ln. zone apicale. Des t.émoins ont été rénlic;és sur les cultures-mères en
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isolant des palmettes de même taille, du thalle qui leur a donné naiss:lnce,

par une simple incision au scalpel ou par enlèvecent d'Wl petit bloc du

substrat gélosé en arrière de la structure traitée.

Ln séparation d'une palmette du thalle-mère qui lui a donné naissance

est toujours suivie de la perte de l'état agrégé dans la zone apicale,

quelle que soit la taille du Îragment isolé. Les dimensions de ce fragment

interviciL'lent, en revanche, dans la localisation et la rapidité d'apparition

des structures agrégées néofonnées. Celles-ci apparaissent après des délais

d'autant plus longs que la taille des fragments repiqués est plus petite.

l_es palmettes néoformées apparaissent en nI importe quel point de la marge des

thalles issus des boutures de 5, 10 et parfois 15 mm (pl. XII C, D et E).

Dans ce dernier cas, elles se for..nent quelquefois préférentiellement du côté

apical de la bouture et sont parfois en relation continue avec les structm'es

agrégées repiquées. Ceo deux caractéristiques se retrouvent const amment dans

les cultures issues des boutures les plus grandes (20 et 25 mm, pl. XII F et

G) • La loc{llisation des pahnettes néoformées peut être encore plus rigoureu-

se, aucune régénératioll n'ayant lieu sur la base et les bords latéraux de

l' explantat. Dans les cas les plus typiques (pl. XII G), les palmettes

néoformées sont en relation direct0 avec les rameaux de la structure agrégée

repiquée et il ne s'en forme pas ailleurs. La perte!:10menta1l6e de l'état

agrégé observée lors du repiquage des palmettes peut dépendre de la. masse de

cellules emportées par la bouture ; il est possible que la taille I:mximale

des palmettes utilisées da.ns les eÀ~ériences précédentes soit encore

en dessous de la masse r:linimale pel'mettant le maintien de l' état agré~é. Pour

Lester cette hypothèse, des thalles entiers, cultiyés sur U1le I:lcmbrane de

cellophane, ent été transférés sur un substrat neuf permettant l'agréga.tion.

Dans ces conditions, le mycéliun régénéré da.ns la zone apicale et, plus

rarement, sur les bards cles palmettes, est fait de filaments superficiels

.libres. Cepandant, la croissance sous forme agrég6e reprend, dans la zone

apicale uniquement, après un délai d'environ 4-8 heures.

la perte de l'état agrégé qui suit le bouturage de palmettes sur un

cilieu autorisant P agrégation dépend donc de deux causes iudépendGntes

intervenant simultanémfmt : p!"Cl~ièreIT'ent, la séparation de la paJw~Lte du

thalle-mèr.e ; deuxièmcI:lent, le transfert d'un substrat altéré ù un sub8traL

neuf.

0"
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L'étude expérimentale du maintien de l'état agrégé conduit aux

conclusions suivantes

a - Le substrat et les conditions de culture jouent un rôle primordial

dans le mo.int ien de l'état agrégé. Certains substrat s autori sent l'agrégat ion:

d'autres non. L'état agrégé n'est jamais initié ni maintenu sur les seconds.

b - L'état agrégé est perdu quand les palmettes sont séparées du thalle

mère qui leur a dOilllé naissance, et quand celui-ci est transféré en entier

sur un substrat neuf autorisant l'agrégation. Cela signifie d'une part que de~

informations nécessaires au maintien de l'état agrégé circulent par le

canal des filaments, d'autre part que le substrat est altéré sous l'action

des thalles en croissance et que ces altérations jouent un l'Ble dans

l'agrégation.

c - Le bouturage de palmettes sur un nilieu qui autorise l'agrégation

est, conformément aux. conclusions précédentes, toujours suivi de la rébéné

ration dc m:rcélium non agrégé. I.e retour ù l'état agrégé dépend en revanche

de la Dasse ùe mycélium repi~ué.

D - CONCLUSrüKS.
c::;::::1..-t.::::~:,::::"=-=::-=E:;:

Aux informe.tiolls purement morphologiques, la présente étude des

thalles du 1. ligno~ en cultures in Vitro, à partir de la basidiospor~ ou

par bouturage, apporte des informations d'ml caractère nouveau sur Je

développement de cette espèce.

Elle montre que les mécanismes de croissance et de développcncnt ~ont

analogues ù. ceux connus chez d'autres organismes appartenant aux Eè-gnes

animal ou végétal. L'expérimentation indique en effet que les cellul~s ou les

groupes dc cellules subissent ùes cbangcments de fon;10 (différenciation

morphologique) qui apparaissent dans un ordre déterminé au cours du dév8lop

pement et qui sont l' e::...-pression de chtm~el:Jcnts internes (différcncLltion

biochimique) qui ne sont Pfl.S rlirectcraeni.. perceptibles. L'expérimc;lt,ation

montre aussi quc ces cellules n'agissent pas COt1W.C des unités i:1déllCndil.J:1.Jc;:·

elles sont susceptiblcs de rccevoir ou d'env~)}'er des information:; ,:,u:c

cellules voisine:>. :::::niïn, tous ccs pl1én0illènc;3 sont, sous la clupcn,~ancc phl[';

ou L10ins forte (lu milieu. Ce:; diffô;-prrLes cn.rnct6~·isti'lue::;; dll d(~Yi':~Pl~;:.]c:~{

du L.li,,:nnsus__._:-r... _-.-.. ... _~_ sont retracées BchémütiqucElcni, dans la fiGul"e 11 qlW nous

COilllJlclltcroilS maintenant.
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Le développehlcnt des thalles du 1- li;:,nosus à. partir de la basiclio3porc

passe par trois étapes principales qui se succèdent toujours dans le mêne

ordre: phase A, phase B et phase agrégée. Ces différents stades sont repéré::

facilenent par cles changencnts de 1':l0rpllOlogie correspondant à l'apparition

de nouveaux types <le filahlents. Des différenciations internes précèdent et

préparent ces c1mngements de forme. Au cours de la. phase non agrégée,

certaines cles carl1,ctéristiques de la. phase B sont mises e11 place dans le

mycélil~ de la phase A. L'étude des conditions d'apparition des palmettes à

partir du mycéliun non agrégé montre à l'évidence que l'agrégation est déjà

préparée au sein du mycélium de la pimse B.

Des potentialités nouvelles, tel les que la polarité et l'agrégation,

se manifestent successivement au cours du développei:1ent. Ln. polarité Elise

en évidence chez le 1:• .!i~~~~ appa.raît à. la. suite du bouturage ; elle se

traduH, sur milieu malté, par la nature du oycéliun régénéré 3ur le

front et à la b:1se des boutures. Cette propriéJ;:,é est exprimée aussi biùn

par les filn.IJ1(:nts il que par les structures agrégées.

L'agrégat ion se oanife ste d'abord par un rasschlbleoent de s fi lament s

en faiscca.ux ct des modi fi cal, ions morpho logiques portant sur la ranifi C,1t ion.

I,es étuùes réalisées sur le naintien et la. perte <le l'état aGrégé <lonnent

des rcnse ignCGlent s intéressants susceptibles d'orienter 1es trcLYaux su:." 18

détenu.i.nisille de l'a.bréga.tion. Nous savons, en effet, que les infonnutiolls

nécessaires au naintien de l'état abrer;e circulent à la fois par "oie i:lt,CI"HC

et par voie eÀ--terne.

Les phénomènes de développement du t. 1iD2.~ sont tOU3 influencés

par les facteurs externes. Le déroulement normal de la morphogénèse n'est

possible que dans un environnement dont les caractéristiques ne val"ient pus

au-ùcli de certaines limites. Ces facteurs exte~'i:es jouent un rôle très

important dans le passage de la. phase non agrégé à la phase agrégée. On sa.it

depuis lOl1[;teraps que l'initiation des palmettes ne peut a."'\'oir lieu que dans

des conditions particulières de milieu; la présente étude montre que l(~s

'mêrles conditions sont nécessaires au maintien de l'état ar;rér;é.

La. premi8re lJU,rtie de notr~ travail u porté sur les faits Il!ol'pholc'gi

qucs du développement et :o;ur leur mise en place dans le ter;I11S ct dans

l'espace. Les conclusions auxquelles elle aboutit pen;Jt~ttcnL d'éturiicr les

mécanismes de développement des th~lles. Nous exwninerofis successivemont les

ph6nom~nes de corrélation Rctjfs au sein deR thalles et les ph6nnm~ncs de

polarité. Nous rechercherons enfin quel est le rléterminis~Q Je l'agr6gBtinn.



DEUXIillœ PARTIE

ETUDE DES 1ŒCANISHES DE DEVELOPPElIENT DES THALLES

CHAPITRE III

NA'l'UIŒ ET ROLE DES COJlRELATIONS AU COtTES DE LA 1WnPHOGENESE DES THALLES NON

AGREGES ET AGfŒGES

L'étude de la morphogénèse de l'appareil Yégétatif du];. Jignop_u~

et do la mise e:a pLlce au cours du tCBpS des différenciatio:u:i éléLlCntu.iros

qu:i jalonnent le développe~.lCIlt mo~)l,re 'la 'un tlHtllc sc cOl;IporLe CC;:JLJC 'UJl

inùiyidu au sei'l duquel le,-, différc~ltc.s pu.l'tics srmt interdépen~~;).ntc3. Settc

interdépeèldance sc na.nifc:.;te plüi3 .t)u,~·L:!culi?!renc;lt à ùeux stades ~h

dévcloppe:nent, tout d'a,hol':I t~ l'occt'.sion ùu p:1ssage de 1:1, p}n~;e "\. Ll la

phü.se B, ensuite, lors d0 la. producLion et de hl ramificu.tion (le;; i)~1Lnctte3.

==~==~=========~=====~======~~~=======~:~=====~===~=========~=~===:=~=====

DES 'l'IL\.LI.2S :'JO~J AG;;';::GES.
=====~=:==========~======

Les résultats de l'étude morphologique du développemcnt du I.l:ycô1iuLl no)"

agrégé perr:let.tent de caractériser le pass:1ge de lü. phasc A à 1:1 p}nsc JJ

par l'inversion ùe3 relations existant entre le L:1ycélium intramatricicl et

le Clyc(Sliun S1']ICrficic} ;),u cours de c:ucune des phn.scs. l'e:l!la.nt la. phase A,

la croiss[mcc cn 10n;-;ueur est assurée pa:-- 103 fil~mcnts intrm.'l::l.tricicls A

et le mycéJiul.l aérien naît de lcur·ranificution. Penc1~nt la phase :3, cc

sont au contraire les filaments superficiels TI (lui .so:rt l'c"pons:1~)1êS de

i:1yersion so~L sous 1<1 clépenclanee de con'(SbticJl1s e:d.stanL e;t1,rc le;;

s)'sthiles i:,trau,1tricicl et sl1pcrl':ic;01 du Llull~ ; c'c3L cü que n'HL]
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1 - COI:rélati<?ns DI)"céliUill i~tr<:1mn.triciel - mycélium superficiel au cou;-s

de la phase A.

Pour étudier expérimentaleBent ces corrélations, il suffit de comparer

la morphogénèse de thalles témoins où les cIeux systèmes mycéliens peuvent

sc développer silllultn.~éme:lt et la morphoGénèse de thalles où la croissance

de l'un ou l'aut.re système est supprimée.

Pour empacher le développeBent du système intramatriciel, il suffit

de déposer les selais sur une r:wmbrane de cellulose telle que les pOl'es

soient de diamètre inférieur a ceux des filaments (membrane de cellopllanc,

filtres lHllipore avec des porcs de 0,22 il ou 0,45 il de diamètre) ; les

témoins sont constitués par des cultures faites directeI:1ent sur le I.ailic~l

gélos6 ou sur des membranes dont les pores sont de diam~tre suffisant pour

laisser passer le3 hy})llCS (filtres l!illipore avec des pores de 8 il de

diamètre). Inverset:Icnt, pour empêcher la croissance du système superficiel)

il suffit d'en3(n~encer les boutures sous une mecl.brane de celloplmne

senls les filaments intrn.l.llatriciels peuvent se (lévelopper dans ces

conc1j t ions.

Ces e:x-périenccs ont été réalisées ù partir de boutures de petite

taille prélevées cbns des cultures cles souches Dl et 3201, Sl1:' milieu ::nJt6.

/
témoins

Les thalles sC ùSveloppûnt successiveLlent dans les phases A puis TI,

la durée moyenne de la phase A ~tant de 7 jours pour la souche ~1 et ùe

5 jours pour la souche 3201. Les cultu~es témoins ensemenc6e3 sur filtre

1!illipore avec des pores de 8 Il de diaoètre évoluent de mani0re identique,

mais la cl.'oiss;1,;lc8 est légèrement ralentie.

Quend les tha.lles sont faits unique::1cnt de n3/célium supcrficiel~

leur crQissa~ce climnétrn.le c;:;t plus forte que celle des tél':lOjY1S (pl. XIn),

ccci étn.:1t dû a une apparition plus rü,pi(le des filac.ants D. 1..1.. durée rIe

la phase Â. est, par rapport (lU téIiloia, plus coul~te de deux ù trois jou:4 s

en r.lO:reune.

Qua!lÙ les boutures sont en;:;cmencées sous 1111e raer.:1h14 anC de ccll"phü.ne,

les dimensions du thalle Ï!ltrt1r!1atricicl ré::r,énéré 'VJ:.',~:lCntent .:jn;)qu'.\ c1c-,-;:mir

supérjeures ù cellcs de la l'1f-":~lhrrLno rIe cellopha":1e ; ù partir <liJ cet iH.::i'.~:!-::,

le rJ:'c,SliUIll <15rio11 peut il nouveau sc développer (fiC;. 12). Les fj l:1.l:1è~èl-';.:'; T:

n'appara.issc:liJ que 2/1 Ù ·18 heures apl'~'s ILl rliffSn.mciation du [;ysti"lile

aérien
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d'âge identique. Les thalles intramatriciels restent donc dans l'état A

aussi longtemps que le développement des éléments aériens est interdit,

mêce lorsque, chronologiquemeut, ils devraient se différencier dans l'état B

L'ensemble des expériences précédentes montre a l'évidence qu'il

existe des corrélations entre le5 mycéliums immergé et superficiel d'un

thalle de la phase A. Si l'on empêche le développement du mycélium intrama

triciel, on réduit très fortement le délai nécessaire à l'apparition des

filaments B. En revanche, si le thalle ne peut croître que par des filaments

immergés, on allonge indéfiniment, dans les limites de l'expérience, la

durée de la phase A. Dans les conditions normales où les deux systèmes

coexistent, ces corrélations sont responsables de la morphogénèse en contrô

lant le passage de la première à la deuxième phase du développement. Le

délai nécessaire à l'apparition des filaments B peut en effet être modifié

si on supprime les interactions entre les deux types de mycélium.

2 - Différenciations internes au cours de la phase A.

Nous avons contré dans le chapitre II (p. 30 ) que la différenciation

vers l'état B est préparée au sein du mycélium de type A. ~~ effet, des

cellules appartenant morphologiquement a la première phase du développeoent

sont suscept i bles, lorsqu'elles sont bouturées en casse, de régénérer

directecent' de'S'~filaments B.
, , .' r. ~ , ;

La différenciation interne ainsi mise en évidence peut, théorique~ent,

être induite par une altération du substrat sous l'influence du mycélium

intramatriciel. La durée réduite de la phase A quand on empêche le dévelop

pement 'du mycéliuc intramatriciel est incompatible avec cette hypothèse.

Nous avons cherché à savoir si cette différenciation se produit, au

cours de la phase A, dans les hyphes superficielles ou dans les hJ~hes

intramatricie!les. Pour cela, des boutures faites de filaments A aJ~nt subi

. cette différenciation, donc capables de régénérer directement des filaments

B, sont découpées en trois semis ecportant séparément le mycélium-superfi

ciel, le mycélium intrarnatricicl profond ct le mycélium intramatricie! de

la zone moyenne (pl. XIV). Seuls les premiers régénèrent d'e~bléc ùes

filaments B ; les seconds donnent ùes thalles-fils qui se développent dans

la pha.se A ; les boutures pr;51eyées il. un niveJ.u moins profond régénèrent

des thalles qui sont dans la plIase B ou des individus nines cf\!;Iposés p0ur
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partie de mycélium de type B et pour partie de mycélium de type A (pl. XIV).

L'examen du z=lycéliun intramatriciel montre que ces résultats ne peuvent être

attribués à. une densité plus faible des filaments dans les couches profondes

qu'en surface. L'utilisation de boutures de 2 cm de côté confirme ces faits

les seois de 4 cm
2

prélevés en profondeur dans le mycélium intr~ma~riciel

régénèrent presque toujours les thalles-fils dans la phase A. En définitive,

c'est bien la qualité du mycéliUz=l bouturé qui détermine la nature du

mycélium régénéré.

Les résultats de cette expérience sont conformes à ceux exposés

précédecrment (fig. 4, p. 30). En effet, les boutures de grande taille

prélevées en arrière du front de croissance dans des thalles de la phase A

régénèrent d'emblée des filaments JJ quand elles proviennent de cultures

âgées de 5 jours au moins, déjà. recouvertes d'un mycélium aérien dressé

abondant.

Ils sont encore confirmés par l'expérience suivante. Dans Wl ~halle

obtenu ù partir d'Wl semis de petite taille, âgé de 9 jours, sur lequel les

filaments TI viennent d'apparaître, on prélève des boutures de 8 ll~ de

diamètre ù différents niveaux erltre le centre de la culture et sa mar~e

(pl. XIV). Les thalles-fils sont dans la phase A quanll les boutures provien

nent de la partie centrale du thalle, dans une zone où il y 0. très peu de

filaments aériens dressés; ils sont dans la phase B quand les explantats

sont prélevés plus à l'extérieur dans un mycélium de type I:1orphologique A

recouvert d'Wl épais tapis de mycélium aérien dressé, ou dans du mycéli~

de la phase B.

Le rôle du mycéliUz=l aérien dressé des thalles de la phase A dans la

différenciation des filaments TI peut enfin être démontré directement.

Lorsque le mycéliill~ aérien qui se développe en arrière du front de croissance

sur des cultures de la phase A est éliminé jour o.pr~s jour, on retarde

indéfiniment l'apparition, d",-s f: lomcz.nr.s B.

La présente étude nous permet de déterminer l'origine de la transfor

mation qui, au sein du mycélium de type A, prépare la différenciation

morphologique des filaments D. Elle est d',)rùre interue et se produit au

sein du oycélium uérien dressé né, par rm:J.ification, des filaments A•

..



- 53 -

.3 - Les corréb,tions m-rcél im:l superficiel

de la phase B.

mycélium int,rumll,triciol (lU COUl'S

Nous avons, jusqu'à maintenant, étudié les corrélatio:ls entre systèmes

immergés et superficiels au cours de la première phase du développement et

montré que les filaments aériens dressés qui se différencient durant le

stade A ont en définitive un fonctionnement de type B : leurs potential ités

de régénération par bouturage sont identiques à celles des filaments D dans

les mêmes conditions. On peut se poser des questions du même type pour les

systèmes Iaycéliens aériens et intrumatriciels qui coexistent encore au cour,:;

de la phase B. Est-ce que des corrélations existent entre ces deux t)'})es

de filaments? Quel est le mode de fonctio~nement des éléments imnergés nés

de la ramification des hyphes superficielles il ?

La comparaison de cultures de la ph:1.sC il édifiées uniqnemcnt à partir

de mycélimll superficiel ou il partir des syst0mes mycéliens superficiel et

intramatriciel montre que, com.-;le précédelilr::lent, il existe (les corrélations

entre les uléments irnrJezogés et superficiels du thalle. ~1ais ellcs s'exerccnt

uniquel::lent sur la croissn.nce radiale des cultures q..Ii est si;;nificativcrncnt

plus forte quand seal le mycélium superficiel peut se déveloi)j"Jcr.

Pour déterminer le mode de fonct ionnement des fi lament s appartenant

morphologiquement à la phase 11, nous avons utilisé des boutures faites de

mycélium superficiel ou de ~ycélium iatraill~triciel profond. Afin d'être sûr

que le système Îllffilergé dérive de lu. ramificn.tioll des filaments TI ct nf)n de

la poursuite de la croissance des éléments intrunatriciels de ln, boutu.c,

les cultures-mères sont réalisées sur uae neElbrane de cellophane de G C:TI de

diamètre duns des boites de P~tri de gra:lcle taille (1 16 cm), co~tenant

du milieu malté sur une épaisseur de 1 cm (pl. XIV). Les prélèvemcnts SOIl-l.

effectués à di ffércats ûc;es dQ.J13 la port in!l du thalle qui sIest dén~] oppée

au-ùelà de la membrane de celloplmae. I..cs boutures emportant du mycélilUJ

superficie 1 régénèrent cl 1 emblée un m:rcé limil de t.}lle TI, a.lors que cc liG s

constituées de mycélium intrarw,triciel profond donnent un tlu] lü-fils (pi

se dévelolYpC dilllS )[1. philso A. Les rameaux intn1n1atriciels issus (les filLllJ('.t':

superficiels TI sc comporte:lt (louc COl:r.lC des filaments A. Lellr crois.~;an{;c ,.

l' intt:ri CUl' du substrat somb] e ont raîner 1CUl' ûl5di fférencin.t j 0:1.
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Ce résultat u. été confirmé en obI i[;eunt des fi lamenta B nés de

boutures de grande taille ù. croître ù. l'intérieur du substrat: il suffit

pour cela d'ensemencer un tel eJ.-plantat sous une membrane de cellophane.

Lorsque les filaments intramatriciels se développent au-delà. d.e cette

membrane, de nouveau sur le substrat libre~ la morphologie du thalle reste

caractéristique de la phase A pendant 24- à. 48 heures.

Les expériences précédentes permettent de tirer les conclusions

suivantes

a - des corrélutions entre les systèmes immergé et superficiel

s'exercent au sein des thalles de la phase n I:lais elles n'agissent que sm

leur croissance radiale, pas sur leur morphologie

b - les éléments ilUrJergés issus de la ramification des fil:lments n
se comporlent comme des filaments A au cours de la régénération.

4 - Adaptation des mycéliul2ls i:n:--1er;.;6s et snpcrficiels aux conditions ùe

mi1ie~.~

Les expérie:nces précédentes montrent que, quel le que sl)it ln, phC'.se <18

développement, les potentialités de régénoration des filaments il1l<':lerg'~'; et

des filaments aériens dépendent u'Jiquement de leur position par rapport. uu

substrat. A côté des stades A et n que l'on distingue par des caractères

morphologiques, on peut donc définir deux états l et S qui correspondent

respectivement aux deux modes de fonet ionnement des filaments intraillat~-i

ciels et superficiels • .Au déhut de la p}lase A, tout le mycélium est do.ns

l'état l ; il fonctionne ensuite pour pal-tie dans l'état l (systèwe intrnt:po

tricicl) ct pour partie dans 1'6tat S (système superficiel). Les filQ~ents

superficiels n ct leurs rameaux aériens dressés sont da.ns l'état S ; r;clui-c

est rupidCl)1cnt perdu clans les rl1,Jcaux intnLnlutricicls qui adoptc~lt les

cnract~rjstiques du fonctionnenent 1.

Certaines des expériences précédcYltes montrent que le m,'~iniien des

thalles dans les conùitions fayorables ù l'un des dcux états Cf3t sl1.i,':; p2l.r

l'acquisition l'arille et 10 muinticm, jn~6fini du mode de fonctio11lWl:wni:,

correspor:.dant. Ainsi, nous avons vu que ]u (lurée de la P;"â,SC li.. peut ê:,"o

considérabl cment allo:lgée quand. on elûpêcho le d6,"c IOPIlet:lent du l:1J"cé l j UTI

superficiel. La réversion vers le tJ1H~ A du m~rcélium <le lu phusc Il qui sc:

..
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En revanche, ln. durée de lu. phase A est notablement raccourcie quanJ le

mycélium superficiel peut seul sc développer. Tous ces faits tendent <l.
gué

prouver Iles états l et S correspondent à. une adaptation i1 des conditions

parLiculières dont on pent. soupçonner qu'elles sont en relation uvec

l'aération du milieu.

Un début de confirrun.tion de cette hypothèse a été obtenue ; en effet,

des thalles qui devraient normaleLlent se développer dans la phase D sont,

iJlcapables de le faire si la culture est réalisée dans une eneeiI~te close,

en présence d'un mélange gazeux compcrtant 1% d'oxygène et g~ d'azote.

Cela prouyc que ùn.ns un milieu pauvre en oxygène, seul le mycélium de t:ypc

A est capable de croître.

5 - ~clusions.

L'étude que nous veUOllS de réaliser permet de sc faire unc iè-ée n.sse~

précise G.u déterminisme (~u pussuge de la phase A il. la plmso B.

Les filul'..lCr.ts A de lu premièrc pIla.se de croi :osancc Ge C:é"\'elcppcnt

au sein du substrat dans en G.lilieu partiellement privé d'CXJ-;:.;è:lle ; leur

fcnet ionnement ph:rsio 1 oc;i(jue cnt tlu t:n1C l (inLr:luatri ciel). Ils l1cnr:enL

llaissQl1ce, par l'an:ification, il. des fi laLlents aériens dre~.s(,,, qui. vivent

au contact direct de l'air ct ont un fonctionnement è.e t~rpü S (superficiel).

Entre ces deux systèmes de physiologies différentes s'exercent (les cOl"ré lu

tions qui, dans les conditicns normales du dévelcPPcJ;}ent, sont respo:lsables

du délai qui précède le passage ù. lu phase D. Celui-ci C}3t marqué p~~r Hne

différcnciation morpholcgique et correspond ù. l'~tablisscrucnt d'une prédo

minance de l'état S sur l'état 1 ; il est préparé par l'uppurition du mode

de fonctionnerlCnt S dans le Ll~rc81ium aérien dressé de la prcLlière plw.1':.c de

croissance.

Le comportement àu 1. ljgnosu~. en culture in Yitl.:2. est i\ rappn·chcr

ùe son comportement dans les con(li t i ons nature Iles. Cet orcanü;me <l.i:ôposc,

en définitive, de deux s:rstèmes myeéJ iens pour assurer son tléyclcPPC1;1(·nt.

L'un d'eux sembJe adapté è.. la vie o. l'abri de J'air, dans unc ar,11)io.JH'C

très pnuvre en oxy~(me alors que J'autre, au contraire, ne pent sc dÛ,eJop-·

pcr qu'o.u conta.ct <Ureet (le l'ûtmrJ;Jl'l1è:re. L'cx::stenre <lc CCf; (leux sy.:,t~·UCE3

mycéliens rcpI'ésonte un avantage ccrtn.in ùu point c.:.e ....ne Lv.,J-...:.tif, C:H' cl~0

pen::ct ù. cot1.,e e~p(~cc (le coloniser lm plus gra,1l'l norJ1Jre C-e ~;~~l)"~tr~d,,~, ct
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sont susceptibles de p~n~trer profondément d~ns les masses liGneuses qu'ils

exp loitent ct c'est vro.iserublo.blement par lem' intermédiaire que s'exerce

le pouvoir pathogène du parar.;ite. Le rôle (:es filaments B est d'assurer le

passaGe d'un substrat ù. un autre (de l'intérieur de lb. masse ligneuse ù

l'extérieur) ainsi que de permettre le pc.ssage è.e la structure libre iL la

structure agré~~e, d.onc le po.ssage G.e la phase d'exploitation d'un substrat

à la phase de propagat ion vers un autre substrat.

TI - ŒS corcnI:LATIO:rS D' Th'IIIEITION AU s:cn·; DU TlIALI.2 AGIlEGE.
==:::=::::: ==:=;:: == ===::=.:::::- =:.:::-~=;:== ===.= :-=:::.::: =:: ===:: == ==::=: ==:=. == == ==:::.=::::::::::..:~== ;.;:::== ==:.:

L'étucle de la LlOrphog~Ilèse des thalles agrégés a montré que le

nombre de pLllmettes et (:e raI:lel1UX en croissance est imposé par des WJca,nis

mes de régulation intervenant au nive~u du thalle tout entier. l.es fai::;ceau~~

de filaments aGrégés inhibés domlent naissance, dans la zone apicale, a

ùes h~"phes libres, d'abord superficielles puis intraLmtriciclles, qui

ce::3~0;'1t bie;.d,ôt de s'allonger. ~;ous rechercherons m::\.intenul:.t quel est Je

détcnli.nisI.:lû (~e ces corré lat ions.

Une première réGula.tion intervicl'.t pour limiter le lH'fJ.bre de ccatres

actifs de fOluation des structuies a;r~Gées. la nature ~es c0rr~lation::;

mises en jeu a été étucliCe expérjmentaleruer..t par l'exaLlen GU comportement

cles th~lles l1pr(~s ablation chirnr~icL}.je Ges centres en ectivit,6.

Les e:>..l)Criences ont été réalisées à partir de t.halles agnSgés c:e ln.

souche ·1I4 5.gûs de 6 a. 9 jours, issus de boutures de 1 cru (1e côté dépos,:,es

sur un milieu 1.!Sl de pII '1,0, contenant 1 1;';/1 c!'aspû.ragine. Quan(~ les centres

de formation Bent supprinés avec le oilieu sous-jacent, de nouyec.ux ce:ntrcs

actifs sont îorlil~s dans des zones r;ll~. n'en. portuient pas anpc..ravant, 11

cOIlclition que cel les-ci n'aient pas éltteint le stade Où III marge esi

constituée uniquement de filaments intrn[J['.,triciels. lorsque les c..l;JatiollS

ne portent pas sur l'enseuble t~e8 centres (;.e form:J.tjO:l en activit~, 10:::

paJ.r:'ettes qui re~,tent s1U~ ]e iha]]e poursuivent Jeur crnissancü et, ln,

plupart du temps, il n'CI: appLri1ît pa;::; (~e Douveu;n.

Un secont~ contrôle est exerc(': sur le 110labre de raniric~tions actives
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Quelques-une s ùe ces structures sont conservées comr,lC témoins ; clans l Cs

autres on supprime tous les rameaux en croissance active ainsi que toutes

les autres pulmettes du thalle. la régénération est trê>s lente <1.n niveau

des lésions; en revanche, il apparaît sur les ramealL"X: précédemment inhibés

un mycélium aérien dense qui initie de nouvelles structures agrégées. Cette

régénération sc produit quelquefois sur les pa.lmettes conservées conu:le

témoins, mais elle est beaucoup plus rare.

Les e:>'llériences précédentes montrent que les divers centres de

croissance d'un thalle agrégé ne sc comportent pas conlLle des unités indé

pendantes ll~Jtis sont le siège de corrélations qui se traduisent par

l'inhibition de certains d'entre eux. Ces zones inhibées peuvent lionner

naissance ii de nouvelles structures a~régées si on supprime les centres de

croissance actifs. tes mécanismes de résulation interorgal1iqucs soni donc

bien des corrélations d'inhibition an:11ogues il. ceIles décrites aussi bien

chez les Champignons (LAnPENT, 19GG) que chez les Phn.néror;ar:ws (CIL':11'AG:,;.'I',

1960).

2 - Influence des fn.ctcl~rs eÀ-tcrnes sur l' iEtensité
,
GCS corrélétt:ior,s

Les condit ions externe s jouent un rôle important daJls l' uspoct

morpholoGiclt1e cles palmettes. En agissant. sur les fact.eurs ùe l'e:a\'ironl1cil'enJ~

ou sur la composition des milieux rIe cult.ure, on peut. fn.ire varier,

presque à voJont.~, les caract~rist.iques lie la palmette. LeD r6sultats

d6tn.:i.llés de cet.te étuŒe seront puhliés ultérieuremeIlt. P.:tnni les fadenrs

précùclents, certains semblent intervenir plus spécifiquewent snr l' inten

sit~ des phGnomanes de corrélation; c'est le cas de la quantit6 d'azote

organique (Jisponible d<1ns le 81.-,bi3trn.t. A tit.re d'exeI:t}:le, nous étuc~ier()ns

ses effets cr. utilisant l'asFaru~ine comme source d'azote.

Dans une première série d'essais, nous n.vons ob:::ervé lc.E:; varjntioDS

dl'. pourcentage cl'inllilJition cles initiales de po.lmottes en fonct50l1 (le la

richesse du suhstrat en tlspn.ra{~inc. Des bcuturez de 7 mn de côte: ('e hl

repiquée;:; sur des miliet:x

des celtures sur cellophanebouche !I<J, l'ré lovCef; Ùa..T1S

1 'C"
~''''''';'2 cIe rIl 4,0, ccuteno.nt t,CD, 0,8 c ..·

l'
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calculer le pourcentage de palmettes inhibées dans les différents milieux.

Ces deux caractéristiques des thalles agrégés augmentent en même temps que

la dose d'asparagine croit (tab!. III). La première varie plus fortement que

la seconde; il en résulte que le pourcentage d'ébauches inhibées diminue

quand la richesse du substrat en asparagine augmente.

Nous avons étudié de la même manière la croissance et la ramification

des palmettes. Le milieu de base, identique au précédent, est complémi:mté

par les quantités suivantes d'asparagine: 0,01, 0,1, 0,3 et 1 gjl. Les

variations morphologiques observées sur ces différents substrats (pl. XV)

portent sur le nombre de palmettes par thalle mais également sur le nombre

de rameaux actifs par palmettes. Les structures agrégées obtenues sur le

milieu contenant 0,3 gjl d'asparagine portent deux fois plus de rameaux

actifs que celles qui se développent sur le substrat qui en contient seule

ment 0,01 gjl (tabl. IV). Comme la vitesse de croissance des palmettes varie

peu, cela correspond effectivement ù une r~mification plus intense.

Des expériences précédentes, il ressort que l'asparagine a une

influence très marquée sur les corrélations d'inhibition. Plus le ~ilieu

con~ient d'asparagine et plus les pourcentages d'inhibition sont faibles.

Des facteurs trophiques ip..terviennent donc dans les phénomènes de corréla

tions observés.

3 - Influence des facteurs internes sur les corrélations d'inhibition.. ~--

Le rôle des apex en croissance da~s les corrélations d'inhibition peut

s'exercer de multiples façons. On invoque classiquement, parmi d'autres

mécanismes possible le drainage, à leur profit et aux dépens des au~res, de

substances en provenance de la partie centrale des thalles ou bien l'actinn

de substances sYl..thét.isées dans la zone apicale, vers l'arrière1 sur les

zones inhibées. Un cheix est possible entre ces deux hypothèses. ~l erret,

.si, dans les deux cas, les sites d'action sont toujours les apex, les lieux

de synthèse et le sens des transports sont différeats. Les effets de

l'interruption de ces transports ù. divers niveaux doivent alors permeL~re

d' inval ider l'une des interprétations possibles.

Deux séries d' e:\.-péricnces ont été réa.lisées, l'une avec des thalles

qui régénèrent. peu de palmettes ù. parti.r de centres ùe rorm[~tion tii::;coutinus

localisés en arrière de la marge, l'aut.re avec des thalles porta.nt de

nombreuses palmettes formées ù. partir d'unc couronne continue de mycélium.,.
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B~rien drcss~. Les structures n~r~g~es sc d~veloppent à partir de thalles

de type TI ùe b. souche II! obtenus sur r.lilieu malté ct celloph.me que l'on

tr~nsfère, après trois jours de culture, sur un substrat ~1S1 il pH ~,5. tes

truitements sont effectués une semaine apràs le transfert ; la lecture des

résultats est faite G jours plus tard.

Dans le prelJ.icr cas (fig. 13 A),on sépare les palmettes des centres de

formation soit par une si~:nple incision au scalpel, soit en enlevant avec la

cellophane sous-jacenLe toute ~a zone portant du mycél iUl:l aérien ùressé.

Duns les cultures témoins, 18% seulement des p::dmettes formées initialewc:lt

sont inbi bl~es alors que llans les cultures truitées, l' inhibi t ion affecte

respectivement 86 et 78% des structures agrégées fo1';110e8.

Dans la deuxième série ll'e::\."péricnces, on procède, à des ablations plu.:

ou r.:IOi:IS importrmtes ùe mycéliu!:'l non agrég~ (la.ns la partie centrale ile 1.1

culture (fig.13 D). Dans les th:tlles télaoins, le pourcentage d'inhibitioil

des pa lmette s est de 'J3~ ; ce pourcentu:;çe all;:';iIwnte en wêue teItlp3 (CIC la

masse de n:yc~lilll:J libre enlev~e en arrière dc~, palmettes jUS(i'J'Ù attei:l,1ru

8470 lorsque t.out le LlycéJ iULl non U[;rég2 CGt suppriné.

Da:ls a.ucun de ces deux cas, on ne peul:. attribuer les cl}rrél:~:'i()ns il

Ir intervcnt. i on de suhstaaces i:1h~hi trices 3}J:lthG-( isécs par l e", apc;~ ; en

effet, les ahlations des zones si.tuées en Ll!Tière devrclient. n-Cre ;~,ns

influence sur les corréln.tions. Zn revanche, les résultats 3' i:1t,crl)rl~te~r;:,

très bien en u.dmcttC\.nt que les corréla-l-J ions résultent de ln. conCUJTcncc qu::

se manife:3te entre les différente:::; ~ones en croissa'1.ce ponr de~:; s~lhstancc;,:;

synthétisées en ar1'i~re et trunsport&es da.ns les filaments.

4 - Conc! :l~_;j 0ll.~

Au cours (lu développcmc:el> !l'un thalle :1;:';1'0[;0, tout, Je passe en

définitive COm::.Ie si le tha.lle lui-même, p<:tr l' inter;aédia.ire Iles in~craction.J

intervena.nt, entre les structures ;l:;çrégées qu'il porte, {tuit capfLl,IJ d~

s'adapter ù. une situati('ll donnée cl0..ns In.quelle entrc~t en jeu :1e;'3 fl.Lcteurs

i!1terne s (;uC\.sse ct nc~t.ure l'" 1,""1,· L' ,', .. ~~."- ... ..l. _, . \,..; "_ )

et des fn.C-LCUl~S eXLCr11C3, en pl.1rLiculicl', L1 co:apo;3itioJl ,_h~ n.i!L':'l':::

subst::mccs llutritives. Cette e.tCbptCLtioll sc tr.l.l~u.iL petr la (lwni.itC (le ::':T"·'

l .i nLl u.~~ré g:é réC;-~Hér,3 (a. cL i on à 1::1 f () i s SUl' le n 0::1 ~ )J~(J .lc 1',11 ;';<~ toi. :::;:; 1'-: ;:;m' h'

nombre de raliWllUX ptt!' pallllette) •

,,'



- 60 -

Les facteurs internes qui int,erviennent da!lI3 ces corrélLl-tions sont d,~

toute évidence véhiculés pltr les hyphes puisque lorsqu'on interrompt ln.

continuité entre le thalle non agré:;é et les palmettes, les filaments de 1Ll

mar~e en croi ssn.nce sc dissocient ; ce transport se fait sous l'influence

des apex qui exercent une compétition ù leur profit. Si l'on supprime ] es

apex des palmettes en croissance, cette co~)étition est suspendue et les

zones précédeI:1Wellt inlübée3 donnent naissance à. de nouvelles palmettes.

c - ItEStfl.:E ET ~)I3C\.-'SSIO~IS.

L€s mécanisnes de régulation qui se manifestent uu cou~s du dévelop-

pellient des tlmlles du..!:. lig;~~~ interviennent drLns les deux }lIHlsc~ non

agrégées et n~régées de la morphog6n~se.

Au cours des stades non u.~régé;5, les interüctions s'exercent entre

les systèmes lilyc6liens supe~ficic] et iill.'-w:'g6. ElIer.; sont responsahle.3 nu

(161o,i néce3saire ù. l' apparit ion des filaments B d;.ln;:; une c 1.l1tu!"e de la

phase A, donc de la durée de cette phu.se. Elles interviennent encore ÙU:lS

les thn.lles :le 1;1, phase TI et agissent sur la vitesse d'élonga,tion (les

filLtrleJ:ts sup~rficiels B. Se:> corrélation3 correspond::mt 2L des inteI'3.etian3

e:1-tre dom.:: s:yst;~me:1 Ll:rcéliens l (inJsrumatriciel) et S (superficie) JonL

les uctivit~:3 physiologiques semblent difrérente:3 ; l' iils~~allatio'J. de 1[1

prédolLli:lu.nce du s:rstème S ca.r:1ctéristique cl·::! ln. deuxième phase ùu dêveloJl

per;]cnt est préparée au sein ùu m:ycéliulll aérien d.ressé issu de la ramifica-

tion des fila.ments intrulli<ltriciels A.

Une deu:x:ièr:re série de corréla:tions i!l~,ervient c1u.ns les thalles

agré~és entre les divers centres de croiss;},nce. Elles sont respon.s'lh~es du

nO!!1bre et de la loc111i,j:llion de3 centres de forrrmtion (les pu];:wtte i3, rhl

nomhre de ceuGres n.ctifs et enfin lIu nomhre cIe rn.menax actifs po~'tl~~; pur

les palmettes. Elles n'exercent qu'une uction très faible su:' ln, Yitesse

d'élongation des structu~cs agréG~es. Ces ph6nom~nes ont pour origine lu

concurre~ce 4ui s'établit entre les centres de croissance pour Je2 ~uctcu~s

provenan~~ de ] 'arrière ; ils se trLtàuisent au niveau des zones •. ' • 1- ,.
In~11dL;C3

Iü lJlisi.~ en évidence des i ""1tc~~actio~lS (fui s' cxercûl"!.t en~vre 1;)[3

différentes purt.ic3 d'un th,dl0 031. un facit rel::ltiycmûn':, récent, [l10~'.s que
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connues ct étudiées depuis beaucoup plus longtemps (revue de ces ph~nomènc::;

par CI~,œAGHAT, U)GO ; PHILIPS, 19G9 ; -;;A.'"DLAW, 19G8 ; ·.ar'-2DrG et PHILIPS,

1970).

Les corrélations ùécrites chez les Chm:tpignons peuvent s'exercer ùe

manières très diverses. LWillJT (1066) a. mis en évidence un phLinoL1l'ne ùe

dominn.nce n.picale chez le Ph:i.n.10ph0rn. atrn. v. Deymn., ca.ractérisé "pnr mlC

vitesse de croissance de l'axe principal supérieure ù celle de tous les

rameaux lat6raux et par l'accélération ou la. reprise de croissunce d'u~e ou

plusieurs rarnificn.tions n.près ablation du sommet princip3.1" .. Il 3. montré

que chez d'au~.;,re3 espèces, le I:lycélium est le siège de corrélations plus

originales portant sur la proportion de ramifications en croissance

(n.1üzoctonÜ1. solani ICülm et Neurosporn. craS3a Shen.r et Dodge) ou sur la

distance entre ùeux ramen.ux successifs (SaproJegnia mon0icn, Pring:o;!Je::'m ct

Achl;ra hiscxualis Coker).

Des cor:lpotitions peuvenJé< i~ltervenir entre les apex des axe;:; et d':LUt.l'('

centres de croissance, par excl~l)l;) les ébauches de sc]~roted du ~r~:..LiciuJ:':'_

rolfsii (Sace.) Curzi (G()UJC1~, 10G7_ a ct h). Ln pcrturhil:1t CC.3 con-C:l ....tion;'1

on peut provoquer expérime:ntale:;lCr~t la for;;lation de scJérotcs au C0~lrs 'l'n'_L'

phase du développement durant laquelle les ébauches n'appuraiS3ent pus

spont~l.!l61l1cnt. On a décrit é[~a]cL1cnt des con'éliltions eatI-c 10:; région.:> ,1:;6c.:.

des filaments et leurs extrélaités jetLïeS (CIIl:."'\'At:'G=0~:, 19Sa ; cn:::""'/AUG.20:: co:
NGU1~J Vl~:, 1069) : le facte~lr cléternina.nt la zon~tion lI' un muta~r':, I!Vils UC"

de l'Ascobolus innersus Fr. et d'J Porlospo:-n. anse:-ina llehm s-:è2:e da.ns le"

parties âc;ôe;:; de la culture et se propu~e pD.r voie interne (lu centre vers

la périph,srie du thulle. Si on enlèye chaque jour le centre du tlw,llc en E'~~

laissant en place que la marge en croissunce, la culture reste no~ zon6e.

Des corrélations sont SUGccptihlos d' jJl"~JcrYenir entre le D}'céliuEJ.

végétutif ct des orZ:-:'!lcs différend és. J..insi In. néof0:'mation cl' ébauches

latérales sur les sporangiospo~'es du I.~ucor E!~inii n'est impo,·tuIL,C que si_

les relations avec le ruycélima végétatif sont maintenues (G.\.UDEl' DllrOl~T G.,

uno). Les ébauches de scléroLes dll Co~·t:ici~'J:1 rnlf;.;ii (IE:nS c-t, CIET, 1013?),

de même que ] cs corémies du genre 2orat0Jrl22.'?_::' 1071 b) :-l~

poursniven::' leur crois;,iLnce ct lem' l~,~Ye]oPJl;::J:lenL qt;.c ~oré:(iu'el1ei~ re,:::':,"11,

en relation ayec le ru:/célium Y(;[;Stütif e:1vjron~lulTt. Lc;:; rcli1tion;; cn-'-Jre

décritc3

précéclcntes.

l'introduction de cc laémoire sont. du mêuc t:'iPC 'Ille le .3
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Cn connait enfin des interactions qui s'exercent au cours de l~ crois

sance des carpophores massifs de certains fusidiomycèteG ; nomnss (1901)

a montr6 que le développement de;.] fructifications du Coprinus In.gopus Fr.

est stoppé si les lamelles sont excisées suffisamment tôt. Des substances

de t)'pe hormonal seraient suscepti bles d'intervenir ; nOnnI:-JS et IŒITVEY

(19;':)!) pensent que au &loins trois subst3.nccs de croiss{l.:lce différentes

jouent un rôle dans lu formation des carpophores du Poria ambiL;u_'?:.. Des

chercheurs japonais (IL-\.G IMO'l'O et KONISIII, 19G9-19GO ; Ul1AYA!.L\., 1gGG) ont

montré que la courbure du stipe de l '.!garicus bisporus (LanŒe) Imb~ch ct àû

l'A. ~cstris L. ex Fr. qui suit l'ablation des lames sur un côté

seulement du chaIleau serait due ii l'influence de substances hormonédes,

sJ~thétisées dans les lamelles, sur l'élon~~tion du stipe.

Des carré l~t ions trè s diverse s SO~lt donc suscept i bles de s'exercer

au sein des thalles construits par les Cha,mpignons. Les interactions entre

les part ies immergées et superficie Iles (l'un r:lycél imn Yégétut i f const itue:l!~

un nouveau type de corrélations. le L. li,rj]}.~ offre le premier e'~er.Jple

étudié d'interactions de cette nature ct le premier e::œl:lple de co:r~rôle,

chez les Champi~llOns, d'un ph5nolli0ne de différenciation pa.r 1<::. illCdificù.ti~)ll

de ces in-t.t~r,),ctions.

Les corrélutio!.1s entre les centres de croiss.J.ncc du thalle (1~ré66

ressemblent. beù.ucoup i..L cclles décrites chez le Cort,iciur.J l'al f3:iî ct, dan.'>

tille cc!-taine mesure, aux phénOl:l~:nes de domin:lace i..Lî)iutlc si ]' 0::1 [i.f1r.,ct qac

les interactions s'exercent non pas au niveau des apex des filaments con~n0

chez le rhialoJ2hora atra mais au nive,j,u dcs 2roupes d'apex rCIJréseaL,és par

les points de croissa~ce des structures agr6g~es.

",



CHAPITRE IV

MA.l'HFESTAT ION ET DETERUnHS~Œ nES PHENOMENES DE POLARITE

Dans les conditions naturelles, le cycle de développement du

L. lir;no~~ met en jeu deux phénomènes pri:acipaux : l'envahissement de

substrats nutritifs par des filaments libres et la propagation par les

structures agrégées. Lorsqu'un substrat est envahi, le parasite l'exploite

dans sa totalité; les filaments ont la possibilité de croître uniformément

dans toutes les directions de l'espace. D'un point de vue théorique, on

peut considérer que la propagation loin en avant du foyer d'infection

constitué par un substrat envahi de la manière précédente, sera d'autant

plus efficace qu'elle s'effectuera plus longtemps dans une Geule direction.

En effet, elle aboutira ù. un épuisement moins rapide des réserves nutritives

du substrat que si la croissance des filaments se poursuit dans toutes les

directions. Or, c'est précisément ce qui se réalise avec les structures

agrégées qui assurent la progression en avant par lli. faisceau de filaments

croissant dans une seule direction, l'envahissement latéraJ. a. partir de ce::;

faisceaux étant lui-même limité au nombre de rameaux actifs portés par la

palmette. La manifestation d'une propriété dans une seule direction ùe

l'espace, ici la croissance, correspond à la définition m@m.e de la polnrit6.

LI examen ùu L. 1 j guosus dans les conditions nn.-turelles permet donc de

conclure que seul le nycélium agrégé est polarisé.

Les résultats de l'étude norphologique des cultures réalisées iYl vitJ(~

à partir d'une basidiospore confirment les conclusions précédentes et

apportent un début d'explication de ce phénomène. Toute structure filamen

teuse est polarisée du fait de l'orientation de la croissance. La illorphologi.

des filaments qui participent à. l'édification des thalles du L lt~F~..<2E.~':'
montre que l'orientation de leur croissance est de plus en plus stricte au

fur et à. mesure qu'ils évoluent vers l'état aGrégé. La réduction de la

vitesse d'énission des raocaux et de l'angle de ramification obscrv~e quand

on pa;;;se du filament A au filament 13 puis aux filaments agrégés est

conforme il. cette constatation. Ces caractéristiques conduisent à. un eTw;:dli::--
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filaments non agrégés et iL un envahissement très inégal des milieux gélosés

par les organes rubannés que sont les premières structures agrégées.

La morphologie des thalles obtenus iL partir de boutures faites de

chacun des trois t)~es mycéliens considérés précédemnent fait apparaître

une polarité de régénération et donne de plus une technique expérimentale

permettant de l'analyser. En effet, les boutures de grande taille prélevées

dans une culture jeune de la phase A régénèrent sur milieu malté de manière

uniforme sur leurs différentes faces ; lorsque des boutures identiques sont

prélevées de la mêoe façon dans des cultures de la phase TI ou dans du

mycélium agrégé, elles régénèrent d'emblée des filaments TI du côté apical,

des filaments A puis B après un délai variable, du côté basal des boutures.

Ln croissance beaucoup plus lente des filaments A par rapport aux filaments

B suggère ainsi un moyen simple de chiffrer l'intensité de la polarité : il

suffit de calculer le rapport entre les croissances radiales mesurées du

côté apical et du côté basal de la bouture. Plus ce rapport est élevé et

plus la polarité est intense; la valeur 1 indique l'absence de polarité.

l,es mêmes boutures repiquées sur un mi 1i~u permettant l' n.grégation

mlmifestent leur polarité par le nombre de palmettes apparues sur les

différentes faces de la bouture et par le délai nécessaire li leur apparitior.

Des essais préliminaires a:rant Iaontré que la polarité de régénération

se traduit de manière analogue sur les deux types de substrat, la majorité

de nos expériences ont été réalisées sur le milieu m(llté d'un emploi plus

facile. Grâce à cette technique, nous avons pu étudier avec précision la

manifestation de la polarité chez les différents t)~es mycéliens du

.1. l.ign~, et sa mise en place au cours du développement, puis aborder

le problème du déterminisme de ces phénomènes.

A - Mlu\,IFES'l'ATION DE LA FGLAfiITE Dj~S DIFFEllENTS TYPES UYCELIE:1S.

la technique précédente a été appliquée aux différents types mycélienr

du L. l~~~~ afin ù' avoir une preuve o:x.-périmentalc de la présence ou de

l'absence de ces phénomènes ct de déterminer les conùitions Ile: leur Iil.-~ilifcs-

tation et de leur maintien.

Pour éliminer une action éventuelle du nilieu sous-jil.cenL, tentes

les cnH,ures-mères ont été réaJisées sur U,le mombrane de celloplw.7le. Sel'JJl

le suhstrat choisi et la taille de la bouture repiquée, on obtient il
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volont6 des thalles qui se d6veloppent dans la phase A ou dans la phase B,

ou des structures agr6gées. Les boutures sont prélevées dans la marge en

respect~nt lp.~ apex en croissance. Leur taille n été choisie à la suite

d'essais prélimi~nires ; par suite des caractéristiques du développement

(tai lle réduite des jeunes thalles de la phase A en part iculier) et de la

morphologie très différentes des structures libres et agrégées, il n'est

pas possible de cho isir des boutures de tai lle uniforme. Les exp lantat s

faits de filaoents A mesurent 7 mm de côté ; ceux qui emportent des filament

B ont la même taille ou des dimensions supérieures (15 x 15 mm) ; enfin,

les boutures de mycélium agrégé sont constituées par des palmettes de

2,5 cm de longueur. L'existence de boutures de deux tailles diff6rentes

pour les prélèvements faits dans les thalles de la phase B permet de compa

rer les résultats obtenus aussi bien avec le mycélium de type A-qu'avec les

structures o.Grégées, ces dernières e!:lportant une quantité de mycéliuo à peu

près équivalente iL colle des boutures de 15 mw. de côté faites de filG-ments

TI.

Des courbes de la fig. 14, il ressort que les boutures prélev0es dans

un tlïo.lle de la phase A régénèrent de fo.çon uniforme SUl- toutes leurs

faces (courbe A) ; le rapport entre la croissance du côt.é apical et ha,sal

des seais reste toujours voisin -de 1, ce qui traduit l'absence totale de
, .. ...l. '

pO.Lo.rl~e.

En revanche, ce phénomène est très i~tense, dès le déhut de la régé

nération, pour les boutures frütes de filaments B et pour les structures

agrégées (com'bos C et D) ; son intensité diminue rapidement et devient

très faible dans les thalles âgés de 4 Ù 6 jours. La polarité des jennes

thalles est plus marquée quand ils proviennent de structures agrégées

mais elle disparaît un peu plus ra.pidellent. Les filaments TI régénèrent de

manière polarisée même quand la bouture 8gt de taille réduite (courbe n),
égale ù celle des senis fn.its de filo.ments A. ~_~nlgré les variations de

taille des boutures, la comparaison entre la, polarité de chaque type de

fila:oent reste donc tout à fait valable.

ln. polarité des filLlIuents TI ct des structures agrégées Ge manifeste

égalelacnt quand les houtures régénèrent sur un m.il ieu autol'isant l' Lt 6 }·ég;::1.

tion. Des bout,ures de gra,nde taille prél(!vécl:l dans le front de erois;,ance

d'une culture ~e la souche ll4 qui se développe dans la phnse TI, ne r~g6n~

l'ont pratiqut'L1ent pc~s sur les borJs latéraux ct bas[L! du p>cmis ; en

revanche, de nocbreuses palmettes apparaissent rapid~Jcnt sur la face



- 66 -

apicale de la bouture, là où les apex en croissance n'ont. pas été lésés.

On observe les mêmes réactions quand des palmettes de grande taille sont

repiquées sur un milieu permettant l'agrégation.

En conclusion, il ressort que la polarité de régénération se manifeste

de manière à peu près identique à partir des filaments B et des structures

agrégées. L'acquisition de cette polarité n'est donc pas propre à la

palmette. Comme les filaments A ne la possèdent pas, il est certain que la

différenciation qui fait apparaître cette propriété se produit entre la

phase A et la phase B. C'est ce que nous essaierons de déterminer

maintenant.

B· - MISE EN Pk\.CE DE LA. POLARITE AU COURS DU DEV:2LOPPE!:ŒNT.

L'étude réalisée au deuxième chapitre sur les conditions de mise en

place du délai nécessaire à l'apparition des filaments TI a fait ressortir

que des boutures prélevées dans le front de croissance de cultures de la

phase A peuvent régénérer de manière polarisée ct donner naissance à des

individus mixtes de type B du côté apical, de type A snI' les faces bus.tle

et latérales. La polarité de régénération peut donc se manifester à partir

de boutures prélevées dans un thalle qui n'a pas encore atteint le stade B

de son développement. Des mesures précises, basées sur la technique

d'estimation de la polarité ont permis de confirmer les fnits précédents.

Ln polarité est donc mise en place en mêI:le temps que la diff~rencia

tian physiologique, liée à l'apparition du mycélium aérien dressé, qui

précède la naissance des filaments D.

C - DETEH1JI1HSME DE LA. POLARITE.
===~=~~:====~=;=====c========

Après avoir étudié les caractéristiques de la manifestation et du

maintien de la polarité dos filaments B ct des structures agn5gées, il nous

faut maintenant rechercher quel est son déterminisme. Ce travail peut être

abordé en étudiant l'action des factcm-s internes sur ce phénomène.

Los essais de !}()utur<t~:c ù, pnrL:ir de tll:tl1(~~\ 110 la. pL~se TI (Ch, IT)

ont mont.ré que la. régénération de cuHm-es ns):nlétrjr,; ')8 n'a lieu (ll~C lon;ifcl.

leB boutures sont prélevées dans les zones apicu]c;-, ou sU~.J-apicn.lc;;. Les

apex des filaments semblent donc intervenir dans les phénohll'rles de p(JirJr;~.:
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L'influence des apex a été déterminée en comparant la polarité de

boutures prélevées dans la marge en croissance avec celle de boutures

prélevées en arrière de la marge.

Les explantats de mycélimn non agrégé sont découpés dans des thalles

€gés de 5 jours, dans le front de croissance ou à 0,5 cm en arrière, ou dans

des cultures âgées de 12 jours ayant envahi la boîte de Pétri depuis

6 jours environ. Les boutures de nycélium agrégé sont constituées p~r des

palmettes de 2,5 cm de longueur avec leur zone apicale ou après ablation

de celle-ci sur 2 à 3 mm, ou par des fragments de palmettes de 2 co. de long

prélevées à 2 ou 3 cm en arrière do la marge ces deux séries d'explantats

sont découpées dans des cultures-mères âgées respectiveo.ent de 9 à 12 jours.

La polarité de régénération est estimée sur milieu nalté par la technique

habituelle.

les courbes A et TI de la figure 15 montrent que les boutures prise~

juste en arrière de la marge en croissance régénèrent encore de manière

polarisée. Cependant, l'intensité du phénomène et son maiIltien au cours du

temps sont considérabler~1Cnt réduits par rapport~ à ceux mesurés à partir

de boutures emportant les apex des filaocnts. La polarü.:;ation disparaît

complètement quand les explantats sont prélevés encore plus loin eu arrière

de la marge en croissance (fig. 15 - courbe C) ; la régénération étant pJl'S

lente dans co dernier cas, les prerlif~res mesures de crcissnnce n'ont pu être

effectuées que 48 heures après le repiquage.

Des résultats identiques ont été obtenus lorsque les boutures sont

ensemencées sur un milieu autorisant l'agrégation. Cependant, l'examen du

mode de régénération de semis faits de mycélium non agrégé apporte des

informations supplémentaires.

Les expériences ont été réalisées avec cles boutures rectangulaires

mesurant 5 x 30 ml'!, ]a longueur étant orientée selon la direction de la

croissance. Ln. forme de ]0. bouture, différente de celle utilisée pl'écédcm

ment, permet de repérer avec plus de précision la position des lw1nwttes

sur les différentes faces de l'explantat ; on compte le nombre de pnlmette~,

appcrues dans des zones correspondant au tiers apical ou proximal, au tiers
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't:1 CIl d ...... Co>. 0 ...... ;J end ......

culture prélèvement côtés P-,d ...... CIl;J en CJ ~

côté apical côté basal P-,CJd l-< CIl .......... en
latéraux d·.... en,!:2[3 Op-,d

mère ~ P.dZ ...... ~d.o
d'O~d u

c~

5 j dans la mn.rge 7, Û 1 0,2 ° 38, ° très gr

0. 0, {) cm en
6 j arrière de la 3,4 1,7 1,7 2,0 1,46

ma.rge
-

10 j
à. 3, {) cm ÙU

8,7 7,3 0,3 1,19 1,13
semis initial

12 j
il. 3,5 cm du

7,3 7,8 1,° 0,94 0,98
semis initial

i .
16 j

à. 3,5 cm du
9,7 9,0 2, ° L

1,08 0,98
semis init inl

Les chiffres représentent la moyenne des mesures effectuées sur 20 thn.lll

de chaque série.

TAI3LEAU V

Etude de la polarité du mycélium de la phase B !llanifestée au cours de la

régénération de structures agr6gées
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médian et au tiers basal des boutures. On oesure également le délai néces

saire ù l'apparition des structures agrégées ct leur croissance radiale.

Ln polarité des boutures prélevées dans la marge sc manifeste par la

localisation très stricte des palmettes dans la zone apicale (tabl. V). Elle

s'atténue quand les boutures sont prélevées ù 0,5 cm en arrière du front de

croissance mais apparaît encore assez netteI:lent dans l'élongation des

structures agrégées. Elle disparaît complètement quand les prélèvements

sont faits de plus en plus loin en arrière de la marge, dans des cultures

d'âge croissant. L'utilisation de milieux autorisant l'agrégation perrnet,en

outre, de mettre en évidence des phénomènes de polarité qui persistent

beaucoup plus longtemps que sur milieu malté et sur lesquels les apex

n'exercent plus aucune influence. En effet, la régénération reste assez rare

sur les faces latérales des boutures, mêne quand ces dernières sont

prélevées dans du mycélium très âgé. La polarité qui se manifeste dans ces

conditions est liée ù l'orientation des filaments dans le semis.

Les deux tYJles de polarité apparaissent très nettement quand des

structures agrégées de grande taille sont repiquées sur un substrat perr.;et

tant l'agrégntïcn. Nous {Lvons vu précédemment (ch. II, p. 46) que, dans

les cas les plus tJpiques, après un arrêt momentané de ln. crois[;n.nco, les

rameaux ùe ln. palmette poursuivent seuls leur élongation et qu'il ne se

forme pas de nomrelles structures agrégées sur les fn.ces basale et latérale

de la bouture. Ces résultats tendent a. prouver que les structures agr6gées

sont le siège d'une polarité plus intense que les filanents libres.

1,' ensemble des expériences précédentes met en évidence le rêle joué

par les apex dans la polarité. 1fu.is la présence des apex ne suffit pn..::;, dr:.ns

certaines conditions, Et ma.intenir la. I:lanifestation de cc phénoillc;ne. E:J effeL

lorsque les boutures sont de taille suffisurJIaent pet ites, elle s régén~rellt

des thalles non polarisés <le la phase A. La casse de mycélium emportée par

le semis intervient donc dans les phénomènes de polarité.

Nope avons utilisé, pour cette étude, (les boutures découptos d,m,;

le front de croissance de cult,ures de type B, ]a tni1Je minimcde ccrrcspoL1

dant aux éléments les plus petits qu'il est tcchniquemer..t possi ble (le

prélever.
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Le repiquage de filaments TI isolés, portant de 1 à 4 rameaux, ne

modifie généralement pas leur croissance J dans quelques cas seulement, on

observe la régénération d'un nouvel apex dans la zone sub-apicale. Mais,

rapidement, le filament' et les différents rameaux pénètrent dans le substrat

et se développent dans la phase A. Cette réversion ne se produit pas si

on lJouture en masse des filamcnts beaucoup plus longs. Ceci est démontré

facilement il. partir de semis,prélevés dans la marge de cultures de type D,

dont la largeur est constante (2,5 mm) et la longueur croissante (2,5 à

12,5 mm). On peut dire schématiquement qu'ils emI>ortent toujours le même

nombre de filaments; seule leur longueur est variable. Or, ces boutures ne

donnent lieu à la manifestation et au maintien des phénomènes de polarité

que lorsqu'elles sont suffisamment longues.

Les boutures de différentes tailles faites de mycélium agrégé se

comportent de la même manière que les précédentes. I~s plus petites sont

constituées par des rameaux de palmettes, faits de filaments très agrégés,

coupés il 0,5 cm en arrière de la zone apicale ; elles régénèrent des

thalles très nettement polarisés comportant des filanents n du côté apical

et des filaments A du côté basal. lfuis, plus ou moins rapidement, les

filaments B plongent dans le mil ieu et le thalle tout entier se développe

dans la phase A. Quand las boutures sont de plus grande taille (1 cm), elles

donnent nais~ance il des cultures polarisées semblables à celles provenant

de palmettes de 2,5 cn de long.

Ln polarité peut donc se mrmifester ù. partir de fraQ!1ents de filum<:ats

comportant un tout petit nombre de cellules. Cela démontre de manière

évidente que ce phénomène est une propriété des files de cellules ccnstitue..n i

le filament et que la polarité de régénération traduit la polarité des

filaments eux-mêmcs. Mais, les e:h.-périences précédentes prouvent éhalement.

que la polarité est en relation avec la stabilité des caractères mj-c(;licns

TI ; ce phénomène ne persiste, en effet, que si la bouture est de taille

suffisante.

c - Conclusions.

L'étude de l'influence de quelqucs factcurs internes sur la

polarité permet de tirer tro is COllC lud ons essent icI Ics :

- Le phénomène semble plus intense snI' les structures ügrégées que f:nr

les filamcnts TI libres; cela appi1raît aussi bien dans la régéllératiol. qui

1·(··,·;,.,,,;· .. ··_, (l'le ('"1''' 10"i) .1._,,], ". ·'0 ....• _ ;1,..... A.._' ..., ré Sll, l-~at s obten~~ par JIQ~~C-

mencelUcnL de boutures de difr(~rentes taiJ les.
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- La comparaison des résultats obtenus sur le milieu malté qui ne

permet pas l'agrégat ion et sur un substrat qui l'autorise semble indiquer

que polarité et agrégation pourraient, au moins en partie, dépendre d'un

même déterminisme.

- Enfin, les phénomènes de polarité dépenàent étroitement de Ill.

présence d'apex fonctionnels d'une part, de la masse mycélienne située en

arrière de ceux-ci d'autre part. On est ainsi tenté de les expliquer par

le drainage sous l'influence des apex en croissance et dans leur direcLion,

de substances synthétisées en arrière de Ill. marge par les cellules plus

âgées. C'est avec cette hypothèse de travai 1 que nous avons abordé l'étude

du déterminisme de la polarité.

2 - Déterminisme des phénomènes de polarité.

L'hypothèse énoncée ci-dessus suppose que trois facteurs différents

entrent en jeu pour about il' à la ID2.nifestat ion de la po larité : la sJnthèsc

de substances dans les cellules situées en arrière de la. marge, le transport

de ces substances par les filaments, et le drainage en direction des apex

en croissance.

le rôle ùes apex, que nous avons démontré précédellJnent, peut théori

quement s'exercer de deux manières, soit par drainage de substances en

provenance de l'arrière, so it par émission d'inhibiteurs qui migrent vers

l'arrière et empêchent la régénération des filaments B. Le choix entre ces

deux hypothèses peut être fait à partir d'expériences dans lesquelles on

fait varier, dans les boutures, le rapport relatif entre le nombre d'apex

en croissance et la masse de mycélium située en arrière. Si les apex

exercent leur action par l'intermédiaire d'un illhi biteur, plus ce rapport

sera faible, et Lloins la polarité sera intense; en effet, l'inhibiteur

sera. dilué dans llile plus grande masse de mycélium. C'est l'inverse qui

deyrait se produire dnns la deuxième hypothèse. Or, nous avons vu dans

l'expérience mettant en jeu des boutures de 2,5 mm de largeur et de longucm'

croissante (2,5 Ù 12,5 ma) que la polarité ne se manifeste que lorsque lu

bouture est suffisaI:llilent longue. Il faut ùone arklCttre que les <,"pex ex~,rcel:t

leur action par drainage ùe substances provenant cle J'arric!l'e tlas th[\llü~:;.

Cela est encore plus évident quand on considère la polar:ité mauiîest':c:

au cours de la r6~6n~ration ùe structures agr6g~es. Nous avons vu prCc6~cD

ment que les phén01u(~r1CS de corré}n-t.jon e11(,1'O cc:~trC's 0'1 Cr\,infè:wce d'un
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de l'arrière du thalle. On comprend mal pourquoi l'inhibition de la forma.tiol

des palmettes dans la zone basale d'une bouture polarisée serait ùue à un

autre type de phénomène.

Le drainage en direction des apex peut théoriquement porter sur des

substances s)'l1thétisées dans le mycélium âgé ou sur des substances

absorbées dans le milieu et transportées sans modification vers les zones

en croissance. Dans le premier cas, le phénomène doit être indéperulant du

substrat, au moins au début de la régénération ; dans le second, au

contraire, la valeur nutritive du substrat devrait intervenir. Des expéri en

ces effectuées avec des boutures identiques ensemencées sur de l'eau gélosée

(20 g/l) ct sur des milieux gélosés contenn.nt 1 g/l et 20 g/l d'extrait

de malt montrent que la composition nutritive du substrat est sans action.

Il est donc vraisemblable que le drainage s'effectue sur des substances

synthétisées au sein du mycélium, en arrière de la zone cn croissance.

Les re lat ions entre les transports par les fi lament s et les phénomèncs

de polarité ont été étwliés de fIeux manières.

On ne cannait pas la no.ture chinique des substances qui agisseat dans

les phénomènes de ptllarité. Il est donc ùifficile de démontrer qu'elles so~-t,

transportées par les filaments. Néanmoins, on peut oontrcr que le transport

de substances nutritives est possible dans les hyphes du.!:-. li,~no~~~.

L'utilisation d'un dispositif eJ..rpérimental ident.ique it ce1'J,i utilisé par

SClIUTTE (1956) et IJ..IlP.E)iT (19G6) qui oblige le Chal!lpignon à se développer

sur deux criiieux justaposés (tont l'un est déficient en une substance nutri

tive, a pennL:; de montrer que les transports de substances azotées sont

possibles dans les deux sens.

On sait par ailleurs qu'il existe des iahibiteurs des mouvements

celluln.i.rer5 [~ l'intérieur des hyphes ; GOUJO;~ (1965) a Boutré qU0 10 pc~m

(acide para-chloro-wercuri-benzoïque) exerce une telle action sur le

Tr~c~l!.9-.2Z.D:. fru.cti.g,~~~ Tab. ct BWlt. En supposant que cette substanco

agisse de ln. même r.lanière sur le .~. 1.irjnosu~, on a alors un moyen sblple

d'interdire les tr[l.;lDpol~ts par le:3 filaDontn. L'inl:.roductiou de PC;:D l~n,n.s

un oilieu malté ù ln. concentration finalo de 18-3:,1 [\. permis ù'cfJp6clwr ]a

manifeGtatioll ùe ln. polarité chez des boutures possédn.nt cette propriCté.
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24 heures a.près le bouturage, les filaments D de la zone apicale secblent

avoir perdu individuellement toute polarité ùe croissance : leur parcours

est en effet très sinueux, souvent avec des retours en arrière. ÙL croissance

n'est cependant pas totrilement stoppée car, 48 heures après l'ensemencement,

elle a repris sur les qUlltre faces de la bouture et met en jeu 0. la fois

des filaments A et B dont ln. répartition ne trllduit plus aucune polarisation

de la bouture l'absence de po larité est confirmée dans la suite du

développement par la forme des thalles.

On peut donc attribuer III polarisation des filaments B ct des struc

tures agrégées à l'influence des apex par l' intenaédiaire du drainage vers

les extrémités en croissance de substances synthétisées en arrière. Si, en

effet, on interdit les transports par les filaments, on n'observe plus aucune

polarité de régénération.

D - RESmr..;; :ET CONCLUSIOnS.
=~~~==~=~=~=======~===

La polllrité est sa:lS doute la différenciation la plus rapiclewmt mise

en place au cours de l'édification des orgaClismes vivants et sa perte [LU

cours de la reproduction sexuée n'est en général que de très courte durée.

Cependant, son intensité peut être très variable. Chez les Cha.mp ignons~,

la structure filamenteuse et la localisation de la croissance à l'ape~,;: des

hyphes const i:'ue un cas typique ùe polarité de structure et de fonctio~l.

M<.'\is, selon l'intensité avec laque Ile se manifeste cette propriété, le

mycéliUI:l construit à partir de ces éléments peut ou non refléter dans sa

structure la polarité ùes filaments qui le constituent. Les phénomènes que

nous venons d'étudier chez le L. lir~n~ consti-::'uent Ulle illustrution

part,iculièrcElent frappante de cette situa.tion.

Nous avons vu, en effet, que les différents types mycéliens (lui parti

c ipent successivement à l' édificat ion des thalles issus d'une basid.iospo:,c

sont de plus en plus nettement polarisés. 1) intensité croissante de cette

propriété se traduit aussi bien ùann la morpholo~ie des filamonts que dLLns

10 DJ'céliun qu'iln construisent. Elle aPPLLra1t égalencn:, de lJ[',,:n.ièro trl;~3

nette au cours du boutU1~age. La polar~té des hyphes est une proprié~,é

acquise par les filLlITle:rLs D ; elle persiste, en sc renforçQ.~lt, lorsque ces

filaments subissent de nouvelles différenciations, en particulier, 10rs(111' il:
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Les résultats d'expérience tendant à. supprimer l'o.ction des apex et ù.

interrompre le transport de substances par les fi lo.ments sont en faveUl' de

l'interpréto.tion de ces phénomènes par lli"l méco.nisme rnetto.nt en jeu le

drainage en direction des apex et, sous leur influence, de substo.nces prove

no.nt de l'o.rri~re.

Les relations entre les phénomènes de polarité et le développement des

êtres vivants ont déjà donné lieu il. de nombreuses études. Parrü les écrits

les plus récents, consacrés aux organismes végétaux, citons les mises au

point généro.les de BLOCH (1965), DONNEIl (1952), ClIAl.il'AGNAT (1969), SnmOT

( 1960), WA.11DIXN (19G8), WAREING et PHILIPS (1970) et 1Th'TTSTEIN (1965).

Chez les Cho.mpignons, la structure filamenteuse et la localisation de

la croissance il. l'apex des hyphes constitue un co.s typique de polarité de

structure et de fonction.

La po larité de structure apparaît dans la morphologie du ri lament m;d s

également dans la répartition des constituants du cytoplasme. Les étuilea

faites par ZALOKAIl. (1965) sur les cellules apicales du ~Jeurospo~~ sp.

montrent que la zone située tout ù fait à. l'apex est r~plie d'un cytoplas~e

qui contient de lon~ues mitochondries filamenteuses mais pas de noy-ù.u. Ce

cytoplasme est plus riche en protéine, HNA et phosphatase alcaline que la

partie moyemle de la cellule mais ne contient pas de réserves; le glycogi';ue

disparo.ît, en effet, près de l'extrémité des h)1Jhes. Enfin, la partie

distale est très pauvre en cytoplasl:Ie rJais contient en revanche, de nOl:'1b~:'eu

ses vacuo les. La répart it ion des différent s organites à l'intérieur des

hyphes ainsi que celle de plusieurs enz}'ll1es explique la polarH,é de fonction

du filament: la partie apicale est spécialisée dans la s;ynthèse de nouvellc~

parois cellulaires alors que ln. partie moyenne semble assurer la plupart

des autres activités de croissance ; le cytoplasme a tendance a mjGrer de

l'arrière vers l'avant. Les travaux de ZALOICAIl mettent bien évidence

l'importance des apex et le rôle des échanges entre les différentes parties

de la cellule,par l'intermédiaire des transports, dans les phénomènes de

polarité du filament.

L'l. polarité de structure et de fonction des h}1)hes se tra.duit frC(lu(~;.l

ment au cours de la régénération ; c'est le cas de s fi l al'lC ilt s jeunes du

Uhizoctoni::L solani (LAIlFi.::'è'l''l', 1'JG2) ct des spora~giophores du :.~l~ P~:i:2.;).

(DUPOTf ct ,]lJT"IE"~, 1909 ; GAUTJE'f-D1JPC?JT, 1971) et, flans une cc~tn.ine r;J(>3"n':~

ct f Ol 'D ° J' l T 1° . l ' 't' l "'.!. • .cs .} ~\men"(,s ]_30e:;. i li". _J.l:~?~~• ..a pOl.arl e (e rcc;cncrn.(,1on pC;'L~ U.'.lSS.
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se manifester à partir d'organes agrégés. Nous venons de le montrer avec

les palmettes du L. lignosus ; les corémies du genre !)oratomyces (BIlZ'"l'ün,

1971 b) et les rhizomorphes de l'Armillariella mellea (GUI LLAU1IIN, 1967)

possèdent également cette propriété.

Les phénomènes décrits par ZALOKAR (loc. cH.) au niveau du filament

permettent d'expliquer la polarité de régénération décrite à propos ùu

~. lignosus. Il est probable que des différences dans l'intensité des phéno

mènes de transport ou dans la nature des substances transportées sont il.

l'origine d'une part, de l'absence de polarité de régénération chez les

filaments A, d'autre part, de la polarité plus marquée chez les filaments

agrégés que chez les filaments B.

Le maintien de la polarité dépend, chez le L. liW~osus, de la masse

de cellules situées en arrière des apex. Des phénomènes du même ordre ont

été observés chez l'A. mellea (GUl LLA.ŒfIN, 1967) et chez des Algues, en

particulier le Dr.ar..arnaldia mutabilis (Roth.) fury (LAJlPENT, 1a6S). Chez

notre organisne, cette dépendance provient du fait que la polarité I!let en

jeu ùes substances s:rnthétisées par le thalle en arrière de la marge en

croissance.

Les mécanismes de transport doivent être plJ.rticulièrement actifs dans

les filaments agrégés du L• ..L~~ puisque les palmettes sont capables

de se développer sur des milieux totalement ùépourvus de substances nutri

tives. Les résultats d'e:;"..-périences, actuellement en cours, avec des éléments

marqués sont en accord avec cette constatatio!l. la. mise en place de ln.

polarité dès le stade D du développement doit donc être consiùérée COl11r.1G

faisant partie des différenciations qui, au sein du raycélimn libre, 1)}1épn.re)~:

l'agrégation. L'étude du déterminisme de l'agl'égation que nous entrepren

drons maintenant, va nons montrer que ce n'est pas la seule.

,.,.



CIUPITRE V

DETElUfINIS:,Œ' DE L'AGREGATION - nOLE DES FACTEURS INTEH.L'J'ES DANS L'INITIATION

ET LE DEVELOPPID.lliNT DES PAll1ETTES CHEZ LE L. LIGNOSUS

Les études morphologiques décrites dans le premier chapitre de ce

mémoire ont montré· que les filaments du 1:. lignosus peuvent, ou bien croître

côte à côte et envahir uniformément le substrat, ou bien constituer des

faisceaux et assurer une occupation très inégale du milieu environnant par

des organes agrégés appelés palmettes. Ces formations assurent l'élongation

des structures agrégées et constituent les initiums de rhizomorp~cs. lA

palmette étant le premier organe agrégé apparu au cours du dévcl oPI)(~ment,

c'est à son niveau que nous étudierons le déte~~inisme de l'agrégation.

Jusqu'à maintenant, nous avons mis en évidence le rôle régulateur de.;;

mécanismes de corrélations qui s'exercent d'une part, e:ltre le D)'c61iuo

d'un thalle non agrégé et les palmettes qu'il différeacie et, d'au'Lre part,

au sein de la palmette elle-même. Nous avons comparé les polarités de

structure et de régénération entre le mycélium construit à partir de fila

ments libres et les organes agrégés et montré qu'elles s'accentuent chez

ces derniers. Il reste à aborder le mécanisme de l'agrégation, c'est-ft-dire

il. déterminer la nature des informations nécessa.ires à l'initiation et. au

maintie:a de l'état agrégé.

Certains résultats obtenus précédemment permettent d'orienter nos

recherches. Rappelons, en effet, que le maintien de l'agrégation (lU niveau

de la ~(lrge en croissance n'est pn.s assUl'é, d'une part (Ch. II Ih 16 )

quand on transporte un thalle agrégé du substrat permetta!lt l'agrégation

sur lequel il s'est développé sur un substrat neuf de même con~osition,

d'aul:.re purt, (Ch.II p. 46 ) quand on interdit les tra.nsferts eatre TIJ."Î

thalle non agrégé ct les palmettes qu'il régénère. Ces résultn.ts sont

favorables à, l' intervcnt ion d'informations circula.nt à la fois par voi e

externe ct par voie interne. Nous étui] ierons successivement la nature de cc"

informations et leurs effets no:1. seUlel:lell~ GLU' le ümintien de l'état agr':'8,'é

mais également sur son initiation.
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A - ACTION INDUCTRICE DES SUDSTANCES DIFFUSIBLES EXCRETEES PAR LE THALLE DA.,~S LE
~===~========D~=======c===~=========~~~==caa====c=====ac=~=c==~=~==~======~a

SUBSTRAT.
-=:c:==c====

Les expériences que nous venons de rappeler tendent à prouver que le

milieu de culture est altéré par les palmettes en croissance et que ces

altérations jouent un rôle dans l'agrégation puisque l'état agrégé ne se

maintient pas à la suite du transfert du thalle sur un substrat neuf de

même composition. La nature et le mode d'action des informations qui transi

tent par l'intermédiaire du milieu ont été étudiés en utilisant des condi

tions expérimentales telles que les altérations du substrat sous l'influence

du thalle en croissance soient interdites ou modifiées.

1 - Mise en évidence de l'excrétion dans le substrat de substances inductri-

ces de l'agrégation.

Dans une première série d'expérienèes, nous avons renouvelé constam

ment le milieu de culture au contact des thalles en croissance.

J~ dispositif expérimental utilisé est le suivant (fig. 16 A). Des

rectangles de papier filtre placés sur un support incliné (fond d'une boîte

de Roux) sont imbibés en permanence par Wle solution nutritive pennettant

l'agrégation. Cette solution s'écoule goutte à goutte avec un débit de

330 ml/24 heures et est éliminée après son passage sous la culture. Le

substrat !~1 de pH 4,5 utilisé dans ces expériences contient 20 g/l de

glucose et 2 g/l d'asparagine. Des boutures faites de filaments libres ou

de mycélium agrégé sont déposées sur le papier filtre. Les premières sont

découpées dans le front de croissance de thalles de la phase D obtenus sur

une membrane de cellophane, leurs dimensions étant de 1,5 x 2 cm. le

découpage des boutures est fait de manière telle qu'il reste en avant du

front de croissance une surface de cellophane ) ibre à. peu près équivalente

à celle de la bouture (fig. 16). Les semis de mycélium agrégé sont

constitués par des palmettes de 1,5 x 2 cm de long découpées de la même

manière que précéde~nent (fig. 16). le développement des thalles s'effectue

donc sur une membrane de cellophane au contact d'un substrat qui circule

en permanence par diffusion dans le pa.pier filtre sous-jacent et qui est

constamment renouvelé. Defi témoins sont réalisés avec le même dispositif

mais le papier filtre est imbibé par ·la solution nutritive déposée au fond

du récipient de culture.
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Lee résultats de ces expériences sont parfaitement constants. Quand

la bouture emporte des filaments libres de la phase B, des palmettes se

différencient dans ln condition témoin. L~rsque le substrat est renouvelé

en permanence, il apparaît, en général, un mussif de mycélium aérien dressé

dans la zone subapicale de la bouture mais ce centre de formation ne

différencie jamais de palmettes. Deux types de réactions peuvent se produire

au contact du milieu. Certains filaments rampants s'arrêtent de croître par

suite de l'éclatement des apex et du rejet du protoplasme sur la membrane

de cellophane. D'autres continuent à s'allonger à une vitesse d'environ

0,5 mm par jour; ils ne sont plus agrégés et se ramifient fréquemment, les

rameaux faisant avec l'axe qui leur a donné naissance un angle voisin de

45°. Ces réactions morphologiques correspondent à celles que présentent les

filaments B lorsqu'ils arrivent au contact d'un substrat autorisant l'a~ré

~ation ct qu'ils n'évoluent pas vers la forme llgré~ée (P. 20).

Les résultats sont identiques lorsque les boutures sont constituées P"'I

des palmettes de 1,5 à 2 cm de long. La régénération donne naissance dans

la marge à des filaments non agrégés rampants ou dressés, puis à des

structures agrégées en continuité avec cell~de la bouture,dans la condition

témoin. En revanche, lorsque la solution nutritive est renouvelée en

permanence, la croissance des palmettes est définitivement arrêtée seuls

les filaments libres intensément ramifiés continuent ù s'allonger.

En conclusion, dans nos conditions expérimentales, l'agrégation ne

peut ni apparaître, ni se maintenir si la so lut ion nutrit ive aut.orisant

l'agrégation est constannnent renouvelée au contnct de la bouture .. On en

déduit que le milieu sous-jacent est transformé par les filaments en

croissance. Cette action peut théoriquement s'exercer de deux manières: ou

bien les filaments prélèvent des substnnces dans le substrat ou bien, au

contraire, ils excrètent des facteurs chimiques dans le substrat.

Le choix entre ces deux hYl)Othèses peut être fait Gn réalisant des

eÀ'Périences de lavage semblables eux précédentes mais a'V"cc de l'eau il. la

place d'une sol ut ion nutrit ive .. Quand des bûchettes de lxds d' Hévéa envahies

par le L• .lignosus_ sont ensemencées dn.ns les mê!Iles conditions que

précédenunent sur une membrane cie pc.pier filtre imbibée d'(;I),u, elles

différencient cles palmettes si l'eau reste starrnnnte au fond du récipient de

culture alors qu'elles ne le font jamais si l' cau est renouvelée en
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permanence sous la bûchette. Ces résultats permettent d'éliminer à coup sûr

la première hJ~othèse énoncée précédemment et impliquent que l'altération

du substrat conduisant les thalles à croître sous forme agrégée est due ù

l'excrétion dans le substrat de substances diffusibles synthétisées par les

filaments en croissance. Ces substances jouent un rôle inducteur dans

l'agrégation puisque, lorsqu'elles sont éliminées, les palmettes ne peuvent

ni apparaître, ni maintenir leur structure agrégée.

2 - Accumulation des substances excrétées dans le substrat et ses

conséguences.

Nous venons de voir que les substances inductrices de l'agrégation

sont excrétées par les filaments en croissance. Que se passe-t-il lorsque

les conditions eJ..-périmentales sont telles que ces substances pe~Yent, au

moins théoriquement, s'accumuler dans le substrat?

Avec le dispositif utilisé précédemment, cet objectif sera atteint

si la solution nutritive, après avoir diffusé dans le papier filtre sous le

thalle en croissance, est reprise à nouveau pour le lavage (fig. 16 TI).

Nous avons ainsi recyclé 100 ml dé milieu 11S
1

de pH 4,5 contenant 2 gjl

d'asparagine. Dans ces conditions, les palmettes apparaissent en grand

nombre 48 heures après la mise en culture. Ce résultat tend à prouver que

les substances actives s' accumul.ent dans le substrat et que cette accm:mla

t ion permet la différenciation des palmettes, même lorsque la so luti on

nutritive s'écoule continuellement sous le thalle en croissance.

Ces conclusions ont été confirmées et précisées en faisant yarier les

conditions de l'accumulation, donc la quantité de substances actives

présente dans le substrat.

La technique utilisée consiste à recycler des volumes de solut,ion

nutritive de plus en plus grunds, de 40 ml Ù 5 litres dans nos expériences.

Dans ces conditions, les stn:.ctures agrégées apparaissent d'autant moins

rapidement que le volume de substrat est plus grand. Au-dessus de 1 1 (2 1

et 5 1), il ne se fOl~e jamais ùe palmettes tJ~ique8 ; les initiales

apparues se développent très lentement, au moins pendant la durée limitée

de nos osséda. Ces rés'ultat s montrent que les substances excrétée s par les

filaments n'induisent l'agrég;ltio!l qu'à pfl.rtir d'une concentrn.tion seuil

qui est atteinte d'autant plus rùpjdeme:at que 1<:: volwne de solution nutri

tive recyclé est plu~c\ petit s J..()rsque celui-ci devient très grand, anCrelilent

dit quand le3 conditions expérin:untaJes sont très proches de celles d'un.

renouvellement, cont.inu du substrat, l'ûgrégation ne se manifeste plus.



Nombre et croissance des stru.ctures agrég
(1)

-_.
Asparagine gjl 0,1 0,5 1 2 5

Solutions nutritives
0 0 0 0 0constD,mment

renouvelées 0 0 0 0 0

Solutions nutritives
48 47 45 42 45

constmmnent
recyclées - 40 ML 27,0 21,0 20,5 31,5 23,

Solutions nutritives
23 28 35 49 48constamment

recyclées - 100 ML 20,5 21,0 22, O· 23,5 23,
----

(1) chiffre supérieur 0: nombre d.e faisceaux en croissance active
cinq jours après l'ensemencement.

chiffre inférieur 0: croissance radiale moyenne des palmettos en
cinq jours (en mm).

TABLEAU VI

Influence de l'écoulement continu d'une solution nutritive perœettant

l'agrégation sous un thalle en croissance dans la forma,tion des

structures agrégées



On peut espérer modifier les caractérist iques des thalles agrégés

régénérés au cours des expériences de recyclage continu en utilisant le fait

que les corrélations au sein des thalles agrégés sont d'autant plus intenses

que le milieu nutritif contient moins d'asparagine.

Les essais précédents ont donc été repris avec des substrats US
1

de

pH 4,5 contenant de D,là 5 g/l cl' asparagine. Pour chaque condition, le

recyclage est effectué avec 40 et 100 ml de substrat. Dans le témoin, les

milieux ci-dessus sont constamnent renouvelés. On mesure, cinq jours après

l'e~semencement, le nombre de palmettes formées sur chaque bouture et leur

long~~~r (tabl. VI). C~tt~ dernière mesure donne une idée-de la rapidité

d'apparition des palmettes car quelles que soient les conditions de

substrat, elles s'allongent à des vitesses équivalentes.

L'influence de la quantité d'asparagine apparaît s.eulement quand le

vol~e de solution nutritive recyclée est de 100 ml (d'èrn1ière ligne du

tableau YI). On constate en effet que le nombre moyen de -palmettes

différenciées par bouture est d'autant plus grand que le substrat contient

plus d'asparagine, au moins jusqu'à la dose de 2 g/l (2 g/l et 5 g/l dans

nos essais). Ces résultats sont parfaitement conformes à ceux trouvés

précédemment (Ch. III p.58).

Lorsqu'un volume plus petit de substrat est utilisé, les thalles

agrégés formés ont des caractéristiques semblables, quelle que soit la

quantité d'asparagine contenue dans la solution nutritive (avant-dernière

ligne du tableau VI).

La comparaison des caractéristiques des thalles agrégés formés dans

les milieux contenant peu d'asparagine (0,1 à. 1 g/l) e1;1 fo~ction de la

quantité de nubstrat recy~lé confirme les résultats pré~~de~ts : les

palmettes apparaissent en effet pl'cls rapidement et en plus grand nOI:lbre

quand le volruùü de solution nutritive est plus petit. Cependant, en prése~ce

de milieux riches en asparagine (2 et 5 g/l), ces différences n'apparr.. is.,cnL

plus. Pour interpréter ces derniers résultats, il faut admettre que l~s

substances excrétées par les filaments attei~ne!1t le seuil d'activité

d'autant plus vite que le volwne de substrat recyclé est plus petit et {lU' j 1

contient plus d'asparn.ginc. Il faut adnettre égalenc:lt que passée une

certaine concentration, l'accumulation de nouvelles qnantités cie substancefi

est inefficace pui3qu'clJc ne sa traduit plus danG la morphologie du thalle.
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3 - Recherche des substances inductrices de l'agr~gation dans des filtrats

de culture.

Il est maintenant bien démontré que les substances inductrices de

l'agrégation s'accumulent dans le substrat. Il est, par suite logique de

chercher à les identifier dans des filtrats de culture.

Le test mis au point pour détecter l'action morphogène des filtrats

sera décrit en détail plus loin sous le nom de "test sur lame". Il consiste

à observer la morphologie des thalles régénérés à partir de boutures faites

de filaments B en présence de filtrats de culture ou de milieu neuf ramenés

à un même pH (4 à 5 dans nos expériences).

Lorsqu'on teste de cette manière les filtrats recueillis à la fin des

expériences de lavage continu par recyclage, on n'observe aucune différence

entre les thalles régénérés dans les deux conditions: il apparaît un petit

nombre de palmettes après un délai relativement long, de l'ordre de 3 à

4 jours.

L'absence d'action ~orphogène peut théoriquement provenir d'une

concentration trop faible des substances actives. En effet, dn..!ls les condi

tions du recyclage, la quantité de facteurs diffusibles présents au niveau

des palmettes en croissance est la sormne de celle résultant de la concentra

tion dans le substrat et de celle due à Ifexcrétion qui, au moins locale~0nt,

doit être relativement importante. Il n'est pas convenable d'utiliser des

filtrats concentrés car les effets de la forte concentration en facteurs

nutritifs, glucose en particulier, risquent de masquer l' act ion morphogène

propre aux substances diffusibles (BOISSON, à paraître).

La difficulté précédente peut être levée en faisant les cultures dans

des conditions qui permettent d'obtenir de grandes quantités de D:rcél iUlll

agrégé à partir d'un faible volumE: de solution nutritive, donc llacc~ulatiol~

d'une grande qu~ntité de subst~l1ces actives dans un faible volume de

substrat. Il suffit pour cela d'absorber la solution nutritive sur un

substrat inerte, la perli te expn,nsée dans nos essai s. Le mi lieu us~ (fil trOlL;

est récupéré après deux semaines de culture par filtration sous vide dans

un entonnoir de Büchner.

Des tests sont réal isés dans les mêl"'lCS conditions que précédem:l1ent 0

:1'::n présence de mi 1ieu neuf, les palmettes sont peu nomb:ïeuse3 ct se

différencient, aprl~s un délai de 3 È\ 4 jours. En présence du filtrat, les

structures agr~g~cs sont déja Lr~3'abondalltes 2 jours npr~s llcnscro~ncc~c~t•.,
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Les palmettes apparaissent donc plus rapidement et en plus grand nomb!"e sur

le filtrat, ce qui tend à prouver qu'il contient des substances favorables

à la formation des palmettes. Il ne nous est pas possible d'être plus

précis dans nos conclusions car de très nombreuses substances sont libérées

par le thalle dans le substrat et certaines d'entre elles pourraient

intervenir in~irectement sur l'agrégation.

De l'ensemble des expériences présentées jusqu'à maintenant, il

ressort que l'agrégation est induitoe par des substances diffusibles excrétéel

par le thalle en croissance dans le substrat sous-jacent. Ces substances

étant élaborées par le thalle, il est logique de penser qu'elles sont

également présentes à l'intérieur des filaments, donc de chercher à

démontrer leur présenèè.

B - MISE EN EVIDENCE, SYNTIIESE 1'..""1' MODZ D'ACTION D'mJ FACTEUR UORPIIOG::~~E lX:!)UC7EUll
====================r===================~===c=~==~~c=~====c==~===~=====~~=====

DE L'AGfŒGÂTION.
===~~======~=~==

la présence de facteurs inducteurs de l'agrégation que nous soupçon

nons au sein des hyphes des palmettes peut être testée en recherchant si

des extraits acellulaires préparés à partir de mycélium agrégé exercent une

action morphog~ne sur l'agrégation.

1 - Activité morphogène n'extraits acclluhire~J?réparl~s fi partir du

mycélium agrégé des palmctte!.~

Dans tous ces essais, le mycé'Uum l1;?;régé a été obtenu SUl" nu

milieu MS 1 de p~I 4,5 contenant 2 g/l d'asparagine. Le substrat recouvert

. d'une membrane de cellophane est ensemencé par tra!lsfert d'un thn.llc entier

de la phase B, âgé de 2 jours. Cette technique permet d'obtenir rapidement

des quantités inpo.tantes de mycélium agrégé (environ 0,2 g en poirr8 frais

par boîte de Pétri après une seI:\a.ine de culture).

La méthode d'extraction, mise au point, à la suite ~l'une s.5rie ù'es::.aÜ,

préliminaires, est la suivante (fig. 17). Les filaments sont mis en

sU8pension dans un vohune équivalent il. 2,;) fois le poirl~ de 1'J)"cé,l iULïl frai::::

de tampon tris~HCl O,05?1 de pU 7,'} ou d'ec,u dist~lJée ramonée ft. pH 7,4

avec quelqnes gouttes de tris-Ir,.drc)xY-H1étlryh1'~l,~m.ne.Ils sont d' ü;)ord
.... .. ~ "

dilacérés cio,ns un Id:nmr â. coutcnux (SùlLVAI L Ou.n i -1lli.XJ:~ur) puis broyé::;
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pendant 3 minutes en présence de billes de verre de 0,25 à 0,30 mm de

diamètre (Homogénéiseur BRAUN) ajoutées à la suspension mycélienne ù raison

de quatre fois le poids de mycélium frais. Les billes sont séparées du

broyat par filtration sous vide à travers une plaque de verre fritté. Ce

filtrat" ramené ù plI 7,4- avec le même tampon que précédemment, est alors

centrifugé à 20.000 g pendant 20 minutes. Le surnageant est enfin stérilisé

à froid par passage sur un filtre dont les pores mesurent 0,45 ~ de diamètre

Nous appellerons extrait~ la liqueur obtenue à la suite des traitements

précédents. La présence d'antibiotiques (penicilline 10 6 U.I.jl et

streptomycine 1 gjl) ne modifiant pas la sensibilité des tests, ces substan

ces ont été fréquemment ajoutées aux extraits afin d'éviter les proliféra

tions bactériennes.

b - Test d'activité.

A la suite d'une série d'essais préliminaires, nous avons mis

au point une technique simple et rapide, dite du "test sur lame", qui

consomme seulement de faibles quantités d'extrait.

Des boutures de 2 cm de large sur 1,5 cm de long sont pré levées duns

la marge d'une culture de la phase B ~gée de 3 à 6 jours, obtenue sur

une membrane de cellophane. Celle-ci est découpée à 1,5 cm en avant du

front de croissance (fig. 17) de sorte que, après transfert, la croissance

puisse se poursuivre sans interruption sur cette membrane. Ces boutures

Bont ensemencées sur deux à trois gouttes d'extrait déposées sur une lame

de verre stérile. Un témoin est réalisé dans les mêmes conditions avec du

tampon tris-RCI de pH 7,4 ou de 1'eau à pH 7,4.

Un examen pratiqué 24 heures après la mise en place du test montre

que la ,croissance radiale des cultures Rur extrait est plus faible que celle

du térlOin ; la. régénérat.ion donne naissance à un mycélium aérien dressé

plus abo~dant sur les extraits que sur le tampon ct il n'y a pratiquement

pas de filaments rampants. Deux ,jours après le semis, les différences

apparaissent avec plus de netteté : les boutures placées sur le taD~on

édifieat un tap:ls nycélien assez clairseElé et uniforme fait de

filaments .juxtaposés (pl. XVI A et C), présentant un front de croissance

r&gulicr. Le l!'ycélium rl~g6n~ré en présence d'extrait ei3t constitué pQ,r cles

faisceaux de filrll,wnts étroitement serrés los œlS contre les autres dans 1;0-.

zone ltpicale
l

aYQ,nt l'aspect de pa.lmettes de structure lC.che (pl ~ XVI 13).



âge du
1 j. 2 j. 3 j. 4 j

thalle

Croissance radiale
1

15,0 22,4 29,tampon 7, 9
----en nnn extrait 3, B 10,6 18,9 27,

1-----.

Allongei.'19nt journalier tampon 7,9 7,1 7,4 7,

en I!IIll extrait 3,8 6,8 1 8,3- 8,

TABLEAU VII

Influence d'un extrait de mycélium agrégé sur la croissance des.filament

de la souche H4

%do filaments isolés ou groupés

Traités

Groupement
des filaments r I-

• h-__. t-_i_.S_O_l._é_+-__2-L 3 1 4 . ")~

__1ère mesure 1 50,0 21,0 1 1~, ~ : [_9,2~'
Témoins - ..-

• ._-t- 2_èm_c_m_e_s_u_r_o_.__-L 5~~~~~ 1 15, 2 1 1,5 4,.

eÀ"i,rait 1 _L-=-G~ 9 1 1.6, ;-l--;~_o__ 12,0 1 32,

extrait 2 1 15,3 1 20,~9~ 7 8,1. 1 46,

extrait -3--1 23,9 i 12~-·-~~~T-~1-~·
_._--------:-----------

TABLEAU VIII

Estimation de l'agrégation des filaments da.lll3 le front de croissance de

cultures témoins ou traitées avec (lcs extraits de mycélium agrégé

( .":rt • /) - """'oe .. ,.. J. 1
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Il présente un front de cro issance irrégul ier et recouvre le substrat de

manière très hétérogène. Les filaments groupés en faisceaux ont par ailleurs

les caractères microscopiques des hyphes agrégées (pl. XVI D). En

particulier, les ramcaux qu'ils portent ont tendance a. rester collés contre

l'axe qui leur a donné naissance.

L'action morphogène des extraits apparaît donc très clairement au

cours des tests sur lame puisque, en leur présence, la régénération conduit

à la formation àe structures agrégées. Plusieurs des modifications

apportées au développement des thalles par les extraits sont susceptibles

d'être estimées de manière quantitative.

Ainsi, la croissance a été mesurée à des intervalles .de 24 heures iL

partir de 20 thalles repiqués sur le tampon d'extraction et sur des extraits

de mycélium agrégé (tabl., VII). In croissance radiale des thalles trait6s

est ~'abord plus faible que celle des ténoins. Cette période corresponà ù

l'apparition signalée précédeDlDent d'une zone dense de mycélium aérien

dressé analogue aux centres de formation des palmettes. l.es filaments

obtenus en présence d'extrait ont ensuite une vitesse de crcisEunce ér;ulc

puis légèrement supérieure il. celle des témoir~s.

De cêoe, la formation des faiscef1.ux a été estimée au microscope par

la proportion de fi lament s iso lés ou groupés dans le front de croissunce.

Cette mesure est faite en exaninant l'e:x-trémité des filancnts jusqu'à 1 mm

en arrière des apex, de manière à savoir si, pour ce parcours limité, ils

sont isolés ou accolés à 1, 2, 3 ou plus de trois filaments voisins. Cet.te

évaluation de l'agrégation reste très imprécise maiB il est difficile,

compte tenu de la morphologie des cultures dans le front de croissance, de

trouver des critères plus précis. I.()S résultats consignés dans le ta,lJleau

VIII montrent ù l'évidence que les extraits conduisent è::. un regroupencnt

. des filaments. la, proportion de filûruents isolés, 011 groupés pur plus de ~,

fait ressortir des différences d'ûutant plus valables que, dans les cultur.:s

traitées, les groupes de filltments ugrégûs son-/:' souvent très épais, bea.llcol.~p

plus épais en tout cas que ceux observés sur le3 cultures témo:i ns.

Les extraits agissent allssi sur l'angle {le ramification des file.]'lcnt-;

les rameaux ont tendance à rcster collés contre l'axe qlii leur a dOllllé

nuissQnce. les mesures de l'angle de ranifjc~tiûn duns le front de crc~ssnnr'

d'un tlmllc sont difficiles Ô. fu,ire par suite de l'intrication ùes fiJnn'~ni..8

et de lu longueur souvent tr0s importo.n'i,e de l:[1.rticle itpieal ; il ef;i. ùonc-
impo[;siblo d'estimer l'activité d:un extrait pal' dOb laC[;Ures <le ce type.
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Toutes ces mesures confirment les effets des extraits observés

macroscopiquement. leurs difficultés, en particulier celles liées ù l'esti

mation du groupement des filaments, font que ces critères n'ont pas été

retenus pnr le suite dans l'interprétation des tests car ils ne dOIlnent pas

de précisions plus grandes que celles obtenues par l'examen macroscopique

et microscopique de la marge en croissance.

Les essais précédents montrent que les extraits de mycélium agrégé

exercent une action inductrice sur la formation des palmettes quand ils sont

apportés par voie externe à. un thalle de la phase B. Il est tentant

d'interpréter ces résultats en attribuant le rôle morphogène à des substance:

identiques à celles qui sont actives par voie externe. Cette assimilation

est cependant trop hâtive car bien d'autres facteurs peuvent intervenir.

Il est logique, en revanche, de chercher si les caractéristiques des

substances actives dans l'extrait sont les mêmes que celles des substances

diffusibles inductrices de l'agrégation. Cela revient à montrer que les

premières sont, connne les secondes, des substances élaborées par le thalle,

qu'elles sont excrétées par les filaments dans le substrat et qu'elles sont

du type substance nà seuil". C'est dans cette direction que nous allons

maintenant orienter notre étude.

2 - Nature et origine des substances responsables de l'acti\'}té morphogène

des e,,--tr.dts.

Il est assez facile ù'ayoir des indications sur la nature chimique

des substances qui sont à. l'origine de l'action morphogène des extraits.

En effet, certaines méthodes simples permettent d.e dénaturer ou d'éliminer

des produits de constitution chimique déterminée alors que cl' autres ~JOnt

insensibles il. ces traitements. Les résultats des tests sur lame avec les

extraits ainsi traités doivent permettre de savoir à quel groupe de

substances appartiennent les facteurs uctifa.

Tro:i s tri:i.itements différents ont été utilisés : la thermo··

inactivat ion ; la dial:rsû et l' adsorpt ion sur charbon acti f.

ThCl'rLo-·inëctivation :

Les extrnit~ sont plon~6s dans dû l'cau bouillante pen~unL des tm~fl

variant do 10 il 80 r.m on sOllt stéri J isés penl1ant. 15 mn il. ll0 o. Aprc's un0

cûn~rifugation dûstin~ù il. éliminer les produits précipit~s, le surnnfcnnt
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est utilisé pour réaliser des tests sur lame et on constate que l'action

agrégative persiste ; elle semble légèrement plus forte après trempage de

l'extrait pendant 10, 20 ou 30 mu dans l'eau bouillante ; elle est un peu

moins nette après la stérilisation.

Dialyse :

Deux millilitres d'extrait sont dialysés pendant 24 heures contre deux

fois deux litres de la solution d'extraction (tris-HCl de pH 7,4 ou eau a

pH 7,4), sous agitation constante et à une température de 2°C environ.

L'extrait dialysé n'exerce plus aucun effet morphogène au cours des tests

sur lame.

Les substances qui ont traversé la membrane à dialyse peuvent être

soit les substances actives elles mêmes, soit un ou des cofacteurs indis

pensables à la manifestation des effets morphogènes. Pour choisir entre

ces deux hypothèses, nous avons déposé dans le bo:ynu de cellulose 2 ml de

la solution d'e~~raction et dialysé pendant 15 heures contre 100 ml d'un

extrait actif. le dialysat ct l'extrait ont des effets sernbll1bles ~ur

l'agrégation. Ce sont donc les substances o.ctives elles-mêmes qui sont

dialysables. On cn conclut que ce sont des molécules de petite taille. Con~e,

par ailleurs, elles sont thermostables, il est vraisemblable qu'elles ne

sont pas de nature protéique.

Adsorption sur charbon actif :

Le charbon utilisé au cours des traitements (DARCO, grade 60, Atlas

Chemicul Industries) est extrait au reflux pendant (:eux heures avec une

solution 2N d'acide chlorhydrique puis lavé a l'eau distillée jusqu'à.

neutralité. Il est séché et conservé nu sec dans lm flacon co l()rô.

2,5 g de charbon activé sont ajoutés à. 100 ml d'un e~~rait de mycélilli'l

agrégé ; le mélange est agité pendant fuie deIai-heure puis centrifl1gé. lB

charbon est repris par 100 ml d'urlc solution aqueuse de pyrirline è. lC~ et

maintenu sous agitation constante pendant 10 minutes, puis séparé pûr

centri fugati on. Ces opérations sont répétées trois fois. Les 300 ml de ILl.

solution de pyrid.inc sont alors évaporés ù sec, seus vide, Q. .JO/) ; l'extl'fLit

sec est remis en solution dans 20 ml de tanpon tris-Hel de pI! 7, ,1 ou cll üCLU

a pH 7,4. Après centrifugation pour éliminer les particnlcs de charlJOll

encore en suspension, on obtient un éluat très liffipidc, de cou]eur jl1une,

de pII '{,O.
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Des tests sur lame sont alors effectués en présence de la solution

d'extraction, de l'extrait brut, de l'extrait traité au charbon actif et

de l'éluat pyridine. On constate que les cultures ne s'agrègent pas ni sur

le liquide d'extraction, ni sur l'extrait traité au charbon alors qu'elles

donnent des faisceaux bien agrégés sur l'extrait pur et sur l'éluat pyridine,

Les substances responsables de l'effet morphogène des extraits peuvent

donc être adsorbées sur le charbon actif puis éluées par une solution

aqueuse de pyridine à 10%. Ces propriétés impliquent qu'elles comportent

un cycle dans leur formule chimique (PUJAllNISCLE, communication personnelle),

les essais de purification tentés jusqu'à flaintenant permettent donc

de conclure que les substances actives sont des petites molécules thermosta

bles, comportant un ou plusieurs cycles dans leur formule chimique.

Les conclusions précédentes sur la nature des substances actives

ont des conséquences extrêmement importantes en ce qui concerne leur origine,

En effet, si les facteurs chimiques du substrat ont des caractéristiques

identiques à celles des substances actives en matière de taille des

molécules et de stabilité à la chaleur, seule la thiamine possède un c:rcle

dans sa formule. Comme nous l'avons montré précédeIIDJl(mt, cette ""'itamine est

nécessaire au développement végétatif du L. lignosu~ mais sa présence dans

le substrat n'est pas suffisante pour induire l'agrégation. Il y a donc

de grandes chances pour que les substances actives au sein des extraits

ne soient pas des substances absorbées par le thalle dans le ~ubstrat mais

des substances élaborées par les filaments.

Cette proposition est confirmée par la persistance de l'action des

extraits quand il s sont mélanGés avec les solutions nutritives utilisées

hnbituellement dans nos mil ieux de culture. l~s e:>..-traits induisent encore

la régénération de mycélium agrégé en présence de milieu malté. Ln mélange

avec le milieu 113
1

qui permet à lui seul l'agrégation, l'action des

extraits reste perceptible par l'apparition plus rap ide d'un plus grand

nombre de palmettes.

On pouvait également penser que l'action mOJT!hogène des c:x-trn.its

provenait de l'absorption, dans le substrn:t 11S 1' do substances i\ réaction

acide. Cette hypothèse doit être écartée pui sque le plI des ext!"a.it.s est

toujours ramené au vo isinage ùe Iv. ncntral Hé (7,4). Des tests effectués

à différcL:.ts pH IlIcnt.renL l)[èl" ,dllcurs <[ue llnctivité er,t .seu]('mr~nt l'~[~'~J('-'

ment renfcrcCc a pli acide (4)0 à ~,C) et qu'elle nc ~isparuit totalement

qu'à partir du pH S,Oc
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Les résultats précédents tendent donc ù prouver que les substances

actives au sein des extraits sont élaborées par le thalle. Nous chercherons

maintenant à déterminer si elles sont excrétées dans le substrat.

3 - Excrétion des substances actives il. l'extérieur des structures agrégées.

L'une des techniques susceptibles de montrer que les substances actives

sur l'agrégation sont présentes à l'extérieur des filaments consiste à les

extraire par des techniques qui respectent l'intégrité des cellules de la

palmette.

Il suffit pour cela de mettre des palmettes en suspension dans un

mélange tampon ou dans de l'eau à plI 7,4 puis de tester l'action morphogène

du filtrat récupéré après élimination du mycélium. Le temps de contact

peut être assez court, de l'ordre d'une deoi-heure ; la suspension est

alors constamment agitée. Ce traitement risque, par suite des nombreuses

cassures provoquées sur les filaments, d'aboutir il. la libération d'une

partie du contenu cellulaire. Cet inconvénient a été éliminé en allongeant

le temps de contact (jusqu'à 10 heures) et en supprimant l'agitation.

Dans tous ces essais, on u:tilise 2,5 &11 d'eau ou de tampon tris-lIel

à pH 7,4 pour laver 1 g de palmettes. Le rapport poids de mycélium frais/

volume de tampon est donc identique à celui employé lors de la fabrication

des extraits et permet, par conséquent, des comparaisons directes entre les

deux types de préparations. Le pH des solutions de lange est en général

acide, variant de 5 il. 6 ; les tests ont été effectués après ajustement des

plI Ù 7,5.

La solution dans laquelle ont baigné les palmettes provoque la régéné

ration de oycélium a.grégé au cours des tests sur lame. L'activité morphogène

ainsi mise en évidence e.,t cependant moins nette que celle des extraits de

mycélium agrégé. Les substances actives de la solution de ln.vage peuvent

être, comme celles des extraits, adsorùées sur charbon actif puis éluées

par une solution aqueuse de pyridine a. 10%., Il est donc proba.ble que les

deux types de facteurs sont sinon identiques, du moins très proches l'un

de l'autre par leur COnfJt itution chimique.

Les expériences précédentes mcrrtrent que les substances élaborée~ au

sein des thalles, actives sur l'agrégation, sont présentes à l'extérieur

dûs fi lamc;lts. Il est donc vraisewblable que ces facte'tlrs Ront excrétés

d~ns le substrat car cl~ls ~taient fix6s sur les parois sans diffu~Qr fans

le milieu, d'JE traitements aussi simples n'n.boH-t.irn.ie~lt pas à leur lllisc

en solution.
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En définitive, l'action morphogèno des extraits acellulaires ùe

mycélium agrégé est supportée par des substances synthétisées par le thalle

et excrétées dans le substrat. On est tenté de parler dès maintenant de

substances morphogènes actives sur l'agrégation. Cette dénomination, bien

que très mal définie et ecployée avec différents sens dans la littérature,

implique, à. notre avis, une action directe des substances actives sur

l'agrégation. Il nous parait donc indispensable d'avoir des renseignements

précis sur les modalités d'action des facteurs mis en évidence, avant de

leur attribuer le rôle de substances morphogènes inductrices de l'agrégation.

4 - !iodal ités d'action des facteurs élaborés par le thalle sur l'agrégation.

Dans les conditions habituelles d'extraction et mises à. part les

variations toujours possibles entre deux séries de cultures effectuées dans

des conditions identiques, la quantité de substances actives présontes dans

les extraits de mycélium agrégé de la Bouche H4 doit être relativement

constante. Par la technique d'extraction exposée précédemment, on obtient

en effet un volume d'extrait à peu près équivalent à. celui du liquide

ajouté au moment du broyage, soit, environ, 2,5 fois, en volume, le poids

de mycélium frais. De plus, cet extrait contient des quantités d'azote

organique (dosage par la méthode de LOuRY) qui varient peu, de 5 à. 7 mg

hT/ml. Il nous a paru intéressant d'étudier, dans un premier temps, l'ia

fluence de la concentration des extraits sur les effets morphogènei> qu' ils

induisent.

a - Influence de la concentration des extraits sur la réaction

Pour faire varier la quantité de substances actives apportées au

thalle au cours des tests sur lame, il est facile ùe diluer ou de coueentre •

. cles extra.its bruts. Des essais préliminaires <1J'.:.t.nt montré que le tél.mpon

tris-liCI est inhibiteur pour la croissance ùcs filu88nts D à partir de

0, 5 ~.f, les expériences ont toujours été effectuées uvee des extraits

préparés C:A. présence d'eau distillée dont le pH est. .amené à 7,4 par quelql.'c,

gouttes seulement de tris-hydrox:Y-L1éth:rl-L:1étht1nc~

Le& extraits sont évaporés sous vide à 40°C jusqu'à un volcr~c égal

au dixième du volmlc de départ. fi. partir ùa cette cGnce;l~,r"l.rlif)n 1.";, on

Ol}tiC!lt, l)::tr (lil'ltion~ les conccnt,ratioll.s 0) 3, 2 et 1,18. ùerli:-:re c1't~n_t?.. t~

ell,~s COITéEl)ol1.llant i'l nouveau il. celle de l'extrr.it hJ,·1~~. Des dj1utions
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successives au 1/2 sont faites a partir de l'extrait brut avec de l'eau

a pH 7,4, jusqu'au 1/32 (1/2 1/4 - 1/8 - 1/16 et 1/32).

Les extraits dilués et concentrés sont utilisés pour faire des tests

sur lame avec la souche H4, dans lea conditions habituelles. Dilué au 1/32,

l'extrait est sans effet: la croissance et la morphologie du mycélium

régénéré sont alors identiques à celles des boutures ensemencées sur de

l'eau ù. pH 7,4. les filaments sont légèrement agrégés a partir de la dilu

tion 1/16 ; au-dessus de cette dilution, on constate que les hyphes

régénérées apparaissent de moins en moins rapidement et forment des

structures agrégées de plus en plus épaisses quanù la concentration croît.

Concentrés 5 fois et 10 fois, les extraits exercent une action inhibitrice

très forte sur la croissance, allant parfois jusqu'à son arrêt total.

Les extraits de mycélium agrégé ne provoquent donc l'agrégation que

dans des limites déterminées de concentration. Si l'on essaie de rapporter

cette action à la quantité de substances act ives dans l'extrait ,. il

apparaît que ces facteurs ne sont efficaces qu'au-dessus d'lm seuil déter

miné. Le fait qu'ils exercent, dans certaines limites, une action de tTI)e

quantitatif sur la morphologie des structures agrégées régénérées, pen3et

de donner lli~e estimation approximative de l'activité comparée de liqueurs

d'origine diff~rente ; il suffit de repérer à quelle concentration les

structures agrégées apparues dans les tests sur lame ont une morphologie

semblable.

Très concentrés, les e:>..-traits inhibent la croissance des filaments B.

Il n'est pas certain que cette inhibition soit le fait d'une concentration

trop forte en substances actives sur l'agrégation car de nombreux aui,res

facteurs chimiques sont également concentrés e:!l mê8e temps. La pression

osmot ique est très forte et peut expliquer à elle seule l' inhi bit ion

(BOISSON, ù paraître). Il faut cependant signaler que des extraits purifi r5s

successivecent par thermo-iuactivation, adsorI)tion sur chn.rbon actif et

élution ù. la pyridirre ont le même effet inhibiteur que les extraits brui.-::.;

dont ils proviûnnent, et, ceci~ pour des conccntr<Ltions théoriquement

identiques e:!l facteur actif. De nombreuses substances ayant éi~é éliminées

lors de la purificat ion, la persistanc~ de l' e [[et inhi hi teur est fUV01'[1. bl ~

au fait qu' il .ser~ir~ suppo::--t6 par les Ru1Jst,f),llCeS ,tctives sur l'ngrégn.tio'l.
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Dans tous les essais effectués jusqu'à maintenant, les extraits ont

été préparés ù. partir du mycélium agrégé de la souche IH et testés sur cette

même souche. Il est logique de se demander si d'autres isolats sont

sensibles au facteur actif sur l'agrégation et s'ils sont eux-mêmes

producteurs de ces substances.·

La variabilité de la réaction Dorphogène dépend ù. la fois de la

production des substances actives par ~~e souche donnée et de sa sensibilité

vis-à-vis cie ces substances. On peut donc l'étudier en uti lisant des

souches qui s'agrègent peu ou pas àu tout pour fabriquer ùes extraits que

l'on testera sur des souches qui s'agrègent bien et réciproquement. T~

souche H4 a été choisie pour les études expérimentales sur l'ag~égation car

la formation des palmettes en culture est part iculièrenent typique • Les

isolats Dl, Hl05 et 3204 différencient des structures agrégées largeBent

étalées en éventail dans la marge en croissance ct qui prennent rarement,

surtout chez Dl, l'aspect de palmettes ramifiées constituées par des

faisceaux bien isolés les uns des autres.

Des extraits ont été préparés il. partir du mycélium des quatre isolats

précédents, obtenu dans des conditions de milieu qui permettent l'agrégation

(milieu US
1

à pH 4,5 contenant 2 g/l dla.sparagine). Afin de déceler

d'éventuelles ciifférenccs quantitatives entre les soucheE!, les e:\.-traits

bruts ont été concentrés et dilués selon la technique décrite précédemment

(p. 88). Nous avons ainsi ut ilisé des extraits concentrés 10 fois puis

ramenés aux concentrations 5, 3, 2 et 1 par dilution, des extraits bruts,

et des extraits bruts dilués au 1/2, au 1/5 et au 1/10. Les effets I;1orpho

gènes des quatre types d'extraits ainsi obtenus ont été étudiés grâce à des

tests sur lame réalisés avec des boutures faites de filaments B appartenant

au..'r quatre souches I14, Dl, Hl05 et 3204.

Si l'on examine tout d' n.bord l'action des e:J>.'traits de différen".:,es

provena.nces sur la. souche rH, on constate que tous provoquent l' a6ré~ation

ùe cet isolat et que les palmettes rég(~nérées ont lile Liorphologic scublablc

qua.nd les quatre extraits sont concen:.rés 1, 2, 3 et 5 fois. On en conclut

que les qUa.ti·C' isolats fc.1)rÎfluc?ti; le facteur l1ctif sur l'agréga.tiG'l cn

quantités équivalentes. Cepcnd2.nt., si les estimations précédentes sont
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rapportées à la teneur en a.zote protéique des extraits de H4, Dl, Hl05 ct

3204 (4,5 - 2,9 - 6,8 et 5,6 mg/ml respectivement) on constate que, compte

tenu des erreurs possibles sur les teneurs en azote protéique et sur

l'appréciation de l'agrégation, la synthèse des substances actives est à

peu près équivalente pour les isolats I14, Hl05 et 3204, mais plus forte pour

Dl.

la concentration de plus en plus gra.nde des extraits se traduit,

comme nous l'avons déjà si~lalé, par une apparition de moins en moins rapide

des structures agrégées régénérées. Ce retard se traduit dans la croissance

des thalles mesurée 48 h après la mise en culture (courbes B et D de la

fig. 18). Cette inhibition peut même, avec les extraits des souches Dl et

- Hl05 concentrés 10 fois, être totale ou empêcher complèteIaent la régénératior

de mycélimn rampant agrégé, au moins pendant la durée limitée d~ nos

expériences. Il est possible que les effets Sur l'agrégation et sur la

croissance soient liés et que l'agréŒation plus nette en présence d'extraits

concentrés soit due en pàrtie à l'inhibition qu'ils exercent au moment de

la régénération. Cependan~, quand on compare dans les courbes B ct D de la

figure 18, la croissance des thalles à celle des témoins obtenus sur ùe

l'eau à pH 7,4 (points portés sur l'axe des ordonnées), on constate que

l'action agr6gative est indépendante, au moins pour les concentrations 1 et

2, de l'action inhibitrice sur la régénération. Cela rejoint les résultats

des oesures effectuées précédernr:aent : les structures agl'égées régénérées

au cours des tests sur lame en présence d'extrait, croissent d'abord à If].

même vitesse puis plus rapidement que Jes filaments libres qui se dévelop

pent di.1ns les mêmes conditions, sur de l'eau à pH 7,4. L'agrégation observée

en présence d'extrait ne peut donc pa.s s'expliquer on faisant inte!'venir

seuleElent tUl.C action inhibitrice sur la croissu.nce.

Si, maintenant, on observe l'effet dos extra.its provenant de H4 sur

les diff6rentes souches, on constate que, concentr6s de 2 à 5 fois, ils

exercent une act ion agrégative forte sur H4, moyenne sur Hlû5 et :-J204,

faible sur Di. Il semble donc que l'on puisse classer les ~ouchos en

fO!1ction de leur sensibilité alLX effe-ts ::Iorphogèlles des extraits de la

souche H4. Rcma.rquouIJ IHtr ai lIeurs que: le c laSS8111cnt s' établ it dalls le

onlre ::.,yec les extraits proyc:nant des souches Hlü5, Di c~--' 320-1, ce '1ui
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confirme le fait établi précédemment d'une synthèse équivalente du facteur

actif sur l'agrégation par les quatre souches.

Au cours de ces expériences, il est apparu un fait nouveau, jamais

observé au cours des essais effectués avec la seule souche H4. En

effet, les extraits concentrés 10 fois puis dilués jusqu'à la concen-

tration initiale (concentration 1) ont une action différente de celle des

extraits bruts, aussi bien sur l' agtégation que sur la croissance, sauf quan(

ils sont testés sur la souche H4.

Les différences portant sur la croissance apparaissent très nettement

dans les courbes A et C de la figure 18 et dans les graphiques de la

figure 19. Les premières donnent la croissance radiale des.thalles 48 h

après la mise en place du test, en fonction de la dilution de l'ex-trait brut

L'allure décroissante des courbes, exceptée de celle correspondant à lB,

quand la dilution décroît (ou qULLnd la concentration cro it) montre que

l'extrait brut contient un i:1:1ibiteur dont l'action diminue en même temps qUi

la dilut ion de l'extrait augmente. Cet inhibiteur est présent au;;,si bien

dans les ext.raits de la souche H4 que dans ceux des trois autres souches.

La réLLction des différents isolats apparaît très clairement dans les

graphiques de la figure 19 où nous avons figuré pour chaque extrait et pour

chaque souche la croissance radiale en présence d'extrait concentré 10 fois

pui8 ramené à la concentration initiale et en présence d'extrait brut

(partie pointillée). ll4 n'est pas sensible à l'inhibiteur, alors que Dl,

H105 et 3204 y sont très se~siblefi, Dl plus que les deux autres pour autant

que l'on puisse tirer des données quantitatives de ces ex-périences portant

sur un petit nombre d'échantillons. Il semble, également, que 1'inhibiti('ll

exercée par les extraits de lu souche Dl soit plus forte que celle des

ex-traits provenant des trois autres souches.

L'inhibition que nous venons de constater agit indirectement sur

l'agrégation. En effet, alors que les souches Hl05 et 3204 se développent

sous forme agrégée dans les extr~its concentrés 1, 2, 3 et 5 fois, elles lie

le font pas à partir de l'extrait brut di lué ou Olon. llcillQ,rquons erdîn que

nous avons, là encore, s6par6 les "effets a~r6g3tif" et "inhibiteur" des

extraits et montré que le premier n'est pas U:le conséquence du secùnd.
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Les conclusions de ces expériences sont de deux sortes. Les premières

concernent l'action des extraits de mycélitun agrégé. Quelle que soit leur

provenance ils exercent, au cours des tests sur lame, Wle double action,

inhibitrice sur la croissance et inductrice sur l'agrégation. La première

peut parfois masquer la seconde ; elle peut être éliminée par évaporation

sous vide à 40°. Dans l'état actuel de nos connaissances, il n'est pas

possible de déterminer si ces deux actions morphogènes doivent être

rapportées à deux substances différentes dont l'une serait détruite par

évaporation sous vide à 40°, ou à une seule substance ayant deux sites actif:

dont l'un serait altéré par le traitement précité. Il est certain, en

revanche, que les deux actions ne découlent pas d'un mécanisme unique et que

l'une n'est pas une conséquence de l'autre.

La deuxième série de conclusions concerne la synthèse des substances

actives par différents isolats du~. lignosus et leur sensibilité vis-tt-vis

de ces substances. Nous avons vu que toutes ] es souches sont c;tpables de

s~lthétiser le facteur actif sur l'agrégation à des taux que l'on peut

estimer à peu près éqUivalents, au moins quand on le rapporte à la quantit~

de mycéli1lln frais ; toutes sont capables aussi de splthétiser le facteur

inhibiteur de la croissance. In sensibilité des souches vis-à-vis de ces

substances varie assez fortement. H4, HI05 et 3204, Dl présenteTIt des sensi

bilités décroissantes au facteur inducteur de l'agrégation et des sensibi

lités croissantes au facteu.r iilhibiteur de la croissance. Quanc~ on sait que

ces sonches, rangées dans le mBme ordre, présentent en culture des palmettcG

de Iuoins en moins agrégées, il est logique de sc dem~nder si les caractéris

tiques précédentes sont à l'origine des faits observés in vitro. Nous ne

possédons aucun élément de réponse à cette question.

Les résultats obtenus jusqu'à maintenant montrent que des sllhstance,~

inductrices de l'agrégation sont présentes dans les filaments des palmettes

et qu'ellcs manifestent leurs effets quand elles sont testées sur des

filaments de la phase B. Il est na.turel d.ese demander si les f3.cteurs

actifs sont également synthét j sés au se in des autr8s types mycél iens

(filaments A et B) et s'ils sont efficaces sur les fj ~:ll'Jents A ct sur les

filaments agrL'gés, de la même manière que sur les filaments Be Cela revient

en définitive il étudier la synthèse et l'activité de ces facteu:"s au cours

du déve 1oppernent •
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5 - Synthèse et activité du facteur inducteur de l'agrégation au conrs du

dével.2.Pl?ement.

Cette synthèse peut être étudiée en comparant l'activité d'extrait~

préparés à partir de cycélium appartenant aux phases A, B et agrégée.

l.es filaments B et les palmettes sont récoltés dans des cultures

réal isées sur des membranes de cellophane p lacées respectivement sur (lu

milieu malté ou du milieu AIS
1

à plI 4,5 contenant 2 g/l d'asparagine. les

filaments A, du fait de leur position il!lffiergée dans le substrat, ne peuyent

être obtenus dans les mêmes conditions. la technique de culture que nous

avons adoptée il. la suite d'essais préliminaires consiste à ensemencer des

boutures de grande taille au fond d'un Erlenmeyer contenant une quantité

importante de milieu liquide ù l'extrait de malt 2% (2CO ml dans des fioles

de 250 ml). I~s thalles sont récoltés avant que les filaments ne se

développent à la surface du Lli lieu liquide ; ils sont récupérés par f iltra

tion sur une plaque de verre fritté puis essorés sous vide. I.'e;.."tractioI'.

ct les tests sont faits de la manière habituelle.

ws extraits bruts ont une activité faible ou nulle lorsqu'ils pro

viennent du m:rcél ium de type A et une act ivit é un peu p lus forte lorsqu' ils

sont préparés 8, partir de filaments D. Leurs effets sur l'agrégation sont

particulièreI:lCnt nets qur.ml ils sont issus de mycélium agrégé.

L'ut i li sat ion d' extruit s dilués ct concentrés a permis de confirmer

ces observations qualitatives. les prcwiers dODnent des résultats peu précis

car il est difficile d'6ya,luer exactement ù partir de quelle dilution

l'extrait est inactif sur l'agrégation. Cependant, ] 'esti~"ation de cette

dilution limite correspondant au 1/4, au l/S et al! 1/16 pour les extraits

provenant du mycélium des phascs A, TI et agr6gée respectivement pernl,ûtdéjè.

leur classification en fonction de leur activité. Plus nettes sont les

différences qui ""pparaissent quand on uti lise des extraits cl'ncentrés de

2. à 10 fois. Si l'on choisit c"r.:r:J.e critère d'interprétation l'agrégllticn

et. que l'on prenne COfi;Jne référence l'f',ction de l'eJ.."trait brut de m:rcélium

agrégé, on const('~te que l'extrait de fiJancnts A concentré dix fois a tme

les Gxtrai.ts do:) filaments TI pour avoir lme <tction iùel1ti(lllC.



Extrait Milieu tamponbrut malté

Rayon des thalle s ~n Inrl

24 h (1er chiffre) et 48 h (2èmc
1

7,7 - 11,8 10 - 17,8 11,1 - 1
chiffre) aprè s l'ensemencement

Croissance radiale iournalière 4,1 7,8 7,3en mm (de 24 à 48 h

24 h après le repiquage
distance apex-1er rameau 305 464 585
distance 1er-2ème rameaux 268 409 496

= distance 2ème-3ème rameaux 260 - -
0 (en micro~s)....
~
<d
C) 48 h apr(~s le repiquage....

C!-l distance apex-1er rameau 302 519 567....
Ei dist.ance lcr-2ème rameaux :lû1 459 546
~ distance 2(·me-:3ème rameaux 270 390 -

(en microns).
-

TABLEAU IX

Influence à'UIl extraH brut de mycélium agrégé sur la croissance et la

ramification ùes filaments 11.. (l.e la souche Ile!
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Tous ces faits tendent à prouver que l'activité du facteur responsable

de l'agrégation cst plus forte dans les extraits de mycélium {Lgrégé que dans

ceux de filaments B et qu'elle reste toujours très faible dans les liqueurs

provenant de filaments A. Ceci est encore vrai si les activités précédentes

sont rapportées à la quantité de matière vivante puisque les teneurs en

azote organique mesurées par la technique du biuret, sont de 2,4 - 1,2 et

7,2 mg/ml dans les extraits provenant du mycélium des phases A, TI et agrégée

respectivement.

Cette action a été étudiée avec des extraits bruts provenant de

mycélium agrégé.

Des boutures de petite taille (0,4 IDI!l de côté) sont ensemencées à la

surface d'une membrane de cellophane déposée sur du milieu malté. 24 heures

après le repiquage, ]e jeune thalle est déposé avec la cellophanc

sous-jacente sur l' cJ..'trait de mycélium agrégé. Cette opération est réal isée

chaque jour, (l'abord avec des thalles entiers, puis, lorsque ·le diamètre des

thalles e st tel qu'ils ne peuvent p lus être transférés intégralement sur ur..e

lace de verre, avec des boutures découpées dans le front de croissance selon

la technique décrite précédelIlLlent. Les témoins sont const itn~s pnr des

thalJ es identiques transférés soit sur la solut ion d' extract ion, soit sur

du milieu malté liquide.

Lorsque les cultures se développent dans la phase A, elles ne

s'agrègent janais au cours des tests sur lame. Cependant, les e~'traits ne

sont pas totalement inactifs. En leur présence les filaments régénéré:.;

s'allongent moins vite (tabl. IX). Les rameaux qu'ils portent sont plus

rapprochés (tabl. IX) et restent toujours bien écartés de l'axe qui leur

a donné naissance. Cette action persiste quel que soit l'age ~es thalles,

tant que leur développement 0. lieu dans ]0. phase A. L~s filaments A ne sont

donc pas sensiblcs à l'action des extrnits sur l 'a~rù~a.tion.

Dès que les filaments TI aPPf\raissent, l'action c1e"J extraits se

traduit, COI:U::J.C nous l'avons vu précé(~er-J:1ent, par un ralentil:;semcnt ~û Jeur

croissance et par l'apparition d'hJphes [;.[;1'6g6e8.

L'effet dCB extrnits snI' lc,s p,i.ructl~ref, a~T'és6c8 a été test,é d0 1",

même manière qne précédcITInent nHü3 les bou-'"ures sont constituées peLr <:l"s

palI:lc:ttes de 1,.') cm de lonc; prélevées ;;n.ns léser' Ja. zone en croissance ,i-:l'c~

des cultures sur cellophane. lorsqu'elles sont déposées sur la sclutisn
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d'extraction, elles donnent naissance 0. du mycélium non agrégé. En présence

d'extrait, les filaoents continuent à croître sous forme de faisceaux

après une courie période suivant le repiquage durant laquelle ils régénèrent

SUl~out du mycélium aérien dressé.

Les résultats des e~~ériences précédentes montrent que les extraits

sont, en ce qui concerne leurs effets sur l'agrégation, inactifs sur les

thalles de la phase A, actifs, en revanche, sur ceux des phases B et agrégée

la comparaison de leurs modalités d'action sur les filaments B et sur les

filaments agrégés montrent que les substances actives qu'ils contiennent

interviennent aussi bien sur l'initiation que sur le maintien de l'état

agrégé.

6 - Conclusions.

LI étude du mécanisme interne de l'agrégat ion a été effectuée avec

des broJ~ts préparés à partir des différents tJ~es mycéliens du L. li~osus.

Elle a montré que les extraits provenant de ID)Télium de type B ou de

mycélium agrégé sont actifs sur l'initiation et le maintien de l'état agrég6

Ces résultats doivent être interprétés avec prudence étant donné que

les effets morphogènes des eJ..'traits peuvent théoriquement <lépendre de causes

très variées agissant indirectement sur l'agrégation, par exemple, en

inhiLant la croissance des filaments libres.

Plusieurs faits expérimentaux sont défavorables li cette hypothèse.

Nous avons en effet dénontré que les substances actives dans les extraits

sont synthétisées par le thalle, ce qui permet d'éliminer une action directe

des facteurs chimiques du milieu nutritif après leur absorption pp.r les

fi lament s. Par ai 11eurs~ bien que le::; extraits soient c:lpabl es d'exercer

une act.ion :inhibitrice sur la croissance des filamonts, ils conservent lel).r

effet inducteur sur l'agrégation dans des conditions o~ les actions inhibi

trices ne sc manifestent pl~s. les premiers no sont donc pas une conséquence

des seconds. Il semhle, au contraire, ('~n' il::; interviennent directcI:lC'nt dans

l'agrégation.

Connac beaucoup de subst.ances agi ssant sur tIDO for..ction physi ologique

ou sur tm nécanisr.;e morphog6nétique, les I:>ubstances extraites du m:;rcéliun

ne sont actives SUl' l'agrégation qu'au-desl:>us d'un seuil tle concent.ration

déteruiné j clh~s düv:ie,mcllL üJ1ilJitriccs lor~;qll!811c.':; f;ont trop ("CEC(;ll',r(~(.'.
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Les modalités de leur synthèse et de leur activité au cours du

développement des thalles sont également en faveur de leur intervention

directe sur l'agrégation. En effet, elles ne sont synthétisées qu'à partir

du stade B du développement et les filaments A ne sont pas sensibles à leur

action sur l'agrégation. Le même argument peut être tiré du fait que toutes

les souches testées fabriquent ce facteur, même celles qui s'agrègent mal

en culture in vitro, mais qu'elles n'y sont pas toutes sensibles de la même

manière.

En définitive, les résultats obtenus jusqu'à présent sont en faveur

de l'interprétation selon laquelle l'action morphogène des extraits est

supportée par des substances qui sont élaborée::; par le thûlle et jouent un

rôle inducteur sur l'agrégation. Compte tenu de ces cûructéristiques, on

peut dorénavant parler de facteur morphogène inducteur de l' agréSût i on.

Jusqu'ù maintenant, l'expérimentation sur la formation des palmettes

chez le L. lip;ncsus a eu pour but, soit d'intenlire ou de I:1orlifier l'aCC~lI

lation des substances diffusibles excrétées par les filaments, soit de

déterminer les effets morphogènes des facteurs actifs au sein des extruits

mycéliens. Il nous parait nécessaire d'étudier en dernier lieu ce qui se

pûsse dans les conditions normûles du développement en cultures i~ ~itro

en cherchant il. déterminer comment se traduisent les actions exercées à

t.ravers le substrat par les substances diffusibles excrétées par les fila-

ments en croissance.

C ACTION J~HIBITrrICE DES SUDSTJJ~CES DIFFUSIBLES EXCnETEES PA~ LE TIL\LLE DA~S r~
~~===~=~=~==c====~==~====~~~====~======~:==========~==~;~=~~=:=~==~===~~~===~===

SUrsTHAT. ETUDE DES UTETI.ACTIONS ~;TrŒ PADlliTTES.

Dans les ccndition~ normn.les <lu développement en culture in Vitro,

les palmettes croissent ct se ramifient en restant côte à côte elles sont

toujours orientées radialcuent par rapport au thalle non a~régé, do forme

circulaire, dont elles partent. Il est facile de voir que les p;dr.lettes ne

s'entrecroisent ct ne se chcvnuchent prûtiquemcnt jar;!ais. Au contraire,

chaque palmette semble occuper, avec ses raMeaux, une zone bien cl61imitéc

du substrût, sans empiéter sur 1eG zones occupées par Jes palmûties yoisi'1CE·

Cette disposition fnit certûinement interyenir des phén(lCl~nes de ré(;ulat ion.

Nous les <Lyons anû.lys8s en confrontant des palmettes issues l!e boutprcs

~:ifférfJlltes.



rL' :CI1E x.r '1

Les j:n.,cr;:',.~tj(lr..s en·1.,re l'~ -cttes sur des m'l' lX ~~losés

toutl :'(':'" iJl;;,c~cfJ fa. 'C il fa.ce à. 1 cm (A), 2 Cfil (C) 8:, -1- CL (.

l ' ur. (' (; e J 1 [~1.1 t J'e •

D - c:'t;·c I,~CS p:LJI.::.cttCfJ if',s'JCS t;t' bot:.turcs dcnt les u_ cs
C'X un an[';l(' tIC' V~C0 ..

nt c;
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Cette étude a été effectuée en boîtes de Pétri sur le milieu lm1 ù

pH 4,5 contenant 2 g/l d'asparagine. Grâce aux lois de la polarité, on peut

prévoir de manière précise la localisation et la direction de la croissance

des palmettes régénérées à partir de boutures de 1,5 cm de côté, prélevées

dans le front de croissance de cultures de la phase B. Ces caractéristiques

permettent de faire conver~er des palmettes selon des angles différents et

après des temps de croissance variables. Pratiquement, les boutures sont

ensemencées à quelques centimètres l'une de l'autre, leurs axes de polarité

faisant entre eux un angle de 90 à 120°, ou bien face à face et à des

distances variant de 0,5 à 4 cm.

Lorsque les semis sont face à face et très près l'un de l'autre

(0,5 cm dans nos expériences), le mycélium aérien dressé régénéré sur chacun

des deux fronts de croissance constitue un seul centre de formation des

palmettes ; les structures agrégées se différencient latéralement, perpen

diculairenent ù la direction de ln. croissance. Lorsque les semis sont. un peu

plus éloignés (1 cm), il n'y a plus convergence des centres de formation

des palmettes, mn.is les structures agrégées apparaissent encore latéralerr:ent

(pl. XVII A). Enfin, quand les boutures sont séparées par des espaces plus

grands (de 2 à 4 cm), qu'elles soient disposées face à face ou latCralement,

(pl. VII B, C et n) on observe, entre les structures agrégées régénérées

dans la zone apicale de chaque bouture, t.:leux t)"'Pes de réactions. LéS

structures agrégées qui se rencontrent face à face s'inhibent à distance

elles donnent naissance, dans la marge en croissance, à. des filaments

immergés intensément ramifiés et à quelques filaments stlpcl~ficiels libres

qui s'n.rrêtent de croître rapidement. Tant que l'angle fait entre les

palmettes qui convergent reste supérieur à DO ° environ, c'est ce t~n)t~

d'interactions qui se f:1~mifeste. S'il est inférieur à cette vi-.leur, leG

structures ngr~g~eB modifient progressivement leurs parcours en se r~pous

sant, puis elles entrE:nt en contact et s'entremêlent.

La. dernière réùct.iol1 observée est susceptible de résul:'er, au E10i:ls

en partie, des effets mécanique:,; dus à la re7lcoutre entre fi Lt!J.cnt.s. Pour

éliminer ces effets, le dispositif ex-périmcntul suivant a été adopté

(fig. 20). Une oembrane de papier filtre reCOUY8rte de cellophu.nc SUl' se;;

deux faces est mo,intenue vertictLlc en l::t fjxa.lt SUl' un tuhc coudé Ü'!l U. Ce

dispositif est placé vertical emeut dans un h6(;her de 600 ml qui renfer-:ile
10 l il l ,. t'" . 1 . ., t' . l' 't . ( .., . , -c-
o' ru ' U1l2 .'30 Utd0U n.u·,r101ve .1'll!iUe uu·or~.."(Lnl, .. n;!,l't:g"~ .ton 1;UJ.l\:el1,.:j1.

"Ù. plI 4,,5 CO:ltenaut 5 Z/l d'll.3pa.r:J.ginc). l)es b(JlltuX".):, sc:'.lùI·J,!Jh·:3 i:. celles



cellophane

tube de verre
coudé en U

cellophane

40ml de solution
papier filtre nutritive (MS 1. pH

4,5_ asparagine 5g/1

papier liltre ~
, ", )

:./ !-..

G..c---~
1 1
"'----.1

[
---------~

_~ Préparation du dispositif 1

FIGURE 20



• ~ c ; ."

non agtégé

FIGUIlE 21
)

Réactions observée~ entre les str,ct~r~s agrégées régén~rée~ .sur chacune

. i faces d'un papier filtre impi,bê de substrat nutri~i~ p~nnettl1nt

1'l1gr~gl1tion (Dispositif de la fig. 20)

,. r

30,8 3G

TABLEAU X

Mesure de l' in11i bit ion exercée entre palmette s poussant; face il fl1ce sur

deux c~tés de Decbrunes de papier filtre Je différentes épaisscur~
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uti 1 isées dans les expériences sur mi lieu gélosé sont ensemencées sur chacuw

des faces selon ùes dispositions analogues à'oelles réalisées dans les

essais précéùents. Les thalles se développent donc sur chaque face d'une

membrane de papier filtre imbibée par trempage dans la solution nutritive.

La cellophane enpêchant le passage des hyphes, les seules relations

possibles entre les deux cultures sont celles qui peuvent s'établir par

II intermédiaire du substrat.

Les palmettes convergentes réagissent, comme précédehLnent, en

différenciant dans le front de croissance des filaments rampants non

agrégés, intensément ram~fiés, dont l'élongation est rapidenent stoppée,

mais à des distances bien s~périeures à celles observées dans les milieux

gélosés, dépassant souvent t'ém. Il n'y a. pratiqueI:lent ja'mlltS chevauchement

de palmettes et la partie du' substrat occupée par un thalle sur l'une ùes

faces du papier filtre n'est jamais enva~ie, sur son aut.re face, par des

palmettes issues de l'autre bouture (fig. 21). Ces phénomènes se traduisent

en définitive par des réactions d'éviteI:le~t entre lcs structures agrégées

qui croissent en direct ion l'une de l'autre. Aucune des réact ions em-(;gi s

trées ne peut .être expliquée par dcsphénooe:ues d'attraction cn:'re palmettes

toutes ces réact ions traduisent au contraire des phénoIaènes cl' inhi bi tion

à distance.

L'inhibition mise en éyidence ~rô.ce uu dispositif précéden';" et

dans le s culturcs sur mil ieux gélo sés pe-at l.héoriquement s' eÀ"}) l iquer pu.r

un épuisel;leni.. local du substrat nutritif. Cette hypothèse doit cependant

être repoussée du fait que des réactions sembJ ahles se I:H.\.n:ifcstent entre

des palmettes qui se développent sur de l'cau a partir de bGcheti..es d'I~v~a.

Lorsque, dans le dispositif précédent, ou re~place la cellophane par

une membrane ù. dialyse ou par une feuille :-:Ji~ce de papier d'a.lul.1i:liun, les

réa.ctiQns d'i~ùibjtion se manifestent sculenent chns le premier cas. Les

facteurs responsables de l'inhibition, qui sont vraiscmh]~b]8ment de nuture

chimique, sont donc constitués par des petites molécules dialysablc~

excrétées par les filaments en croi3sance.

Leur nature chi;nüFIC est coniir.l16e par le fait que leu)' acLion

de leur accuUluluti rlll pl.us (JU Doin;:; ~r;.t:ld8 (:al:':J lesuh:;;trat, clonc, Cll

définitive, de Jour CnDc(]J.1;.rati()n. En effc:,~ sur milieux [;.;10563, les

di SL111CC:'; d' ,,",utant plu,3 g;randei1 qne le sllhstraL est ::lOi::1S épais.



A B

1)
U

A

PLA;-JCrm XVIII

c~,5Ye10vp21'ten-C ~'Ul' du fQ,pic;, i'ilt,,·c ill1bib~ de 8U s rut nui:rj(:,j[.
] ,; i:l"lj.ca :~!)ll';-j;).cent est .<)n;:;L:li.~el:î, recyclé sous] c thalle ca
cr 0 ~i ;..;.-; a "1 ,; (~ •

C 11o;'icmtatio~1 (l.('S struetu~.~(}S a[';ré;..r,Lies rr\~én':;~'éen à. p(lrLil' (l'une
pu.lme-l~to :ôous l' influc:H:e (].:~s ;;truc::'ures [Lgrér;Lès voj sine-.



-100 -

Dans les expériences où les thalles sont cultivés sur chacune des

faces d'un support imbibé de solution nutritive, on peut remplacer le papier

filtre utilisé habituellement par une ou plusieurs couches de papier à

chromatographie. Lorsque les boutures sont ensemencées face ù face à 4 cm

l'une de l'autre, l'inhibition peut être évaluée pll.r la croissance radiale

du thalle dans la zone apicale de la bouture au bout d'une période de temps

déterminé. Le tableau X montre que cette croissance est d'autant plus forte,

donc l'inhibition d'autant plus faible, que la couche de papier filtre

séparant les deux thalles est plus épaisse. RemarquoDB par ailleurs que,

bien que l'action inhibitrice diminue, on n'observe jamais de phénomènes

d'attraction entre palmettes.

Il est un autre moyen de diminuer la concentration des substances

actives au niveau des thalles en croissance. Il suffit de reprendre le

dispositif de recyclage cont.inu Ile la solution nutritive décrit au ùéhut

ùe ce chapitre et dl enserJencer les boutures face ù. face ù. 0,5 - 1 et 2 c:n

de distance. Dans le témoin, le papier fi ltre est imbibé par trempaGe dans

la solution nutritive. Les cultures traitées se développent sur du papier

filtre au sein duquel le milieu diffuse continuellement. Les résultats

apparaissent de llianière très nette dans la planche XVIII. Sur les témoins,

les palmettes sont peu nombreuses et se différencient en position latérale

(pl. 1.'Vl11 A). Quand le substrat sous-,lacent est constamment, recyclé sous

les cultures, les palmettes se différencient sur les 4 faces de chaque

bouture (pl. XVIII n). Ces e~T)ériences ne peuvent s'interpréter qu' cn

faisant intervenir un lessivage des substances inhibitrices excrétées par

les fila.ments résultant de la circulation de la solution nutritive.

En définitive, il apparait tr~s clairement que l'inhibition de la

croissance des filaments agrégés est sous la dépendance de suhstunces

excrétées par les hyphes elles-mêmes. Le fait qu'clIcs ne soient actiyes

. qu'à parlir d'une certaine concentration permet d'expliquer les deux types

de réactions décrits lorsque cles palmettes se rencontrent. Il est vrui ~.0m

hlable que les effets morphogénétiques observés ne dépendent pns riinJctemen:

cie l'angle fnit entre les pal;;:w:,:,tes 1:lais de l'accU1:mlation plus ou l:,oin.:;

forte des facteurs excrétés. Quand les structures agrégées se rencontrt~nG

fa.ce D, face, la (liffusio;'l e3t limitée par -:'es pn,lm:)ttcs voisine,:; qui

excr~\tcnt les mênc:J sU]Jstunces et il est vn:tiseE1~)ln.ble que leur concenLra i i -,"
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atteint rapidement le seuil d'action sur la croissance des structures

agrégées. Ce sont les palmettes nées près des faces latérales de la bouture

qui se rencontrent selon un angle inférieur à 90°. Devant ces palmettes,

la diffuaionpeut s'efféctuer librement et leur concentration n'atteint

jamais le seuil d'action sur l'inhibition.

On peut enfin se demander à quels niveaux ces substances sont

excrétées. Est-cc uniquement à l'apex ou bien sur une zone plus ou moins

étendue de la palmette ?

Des indications ù ce sujet ont été obtenues en utilisant ù nouveau

le dispositif qui permet la culture de mycélium agrégé sur chaque facc d'u:lc

membrane de papier filtre. Lorsqu'on place entre deux membranes de papier

filtre recouvertes de cellophane et imhibées en permanence par la solution

nutritive lli"le feui Ile mince d' alunillium portant en son centre une perforLt

tion circulaire de 8 Iam de '! (fig. 22), les relations entre les deux thalles

sont possible3 seulement au nivea'.l de cette perforation. Les boutures sont

ensemencées de chaque côté du dispositif, l'une à 0,5 cm de la perroratio~

et l'autre ù des dista!1ces va.riant de 0,5 ù 4 cm. Les palmettes issues de

la bouture la plus rapprochée vont excréter les substances diffusibl~.:; au

niyeau de la perforation, créant ainsi un ~raocient au sein duquel les

palmettes issues de l'autre bouture vont se développer. On constate que les

phénomènes d'iIllibition se manifestent aussi bien quand c'est l'apex qui sc

trouve au niveau de la perforation que lorsque ce sont des parties plus

âgées correspondant au maxiraum, dans nos expéric~lces, ù du mycélium de six

jours. Ceci est donc en faveur de l'excrétion par l'ensemble de la palmette.

Ce dernier dispositif donne par ailleurs des indications suppl6montai

l'es sur l'action des sub3tances inhibitrices. Les palmettes se dissocient

si leur trajet e-st orienté radialemc!lt par rapport au gradient ; elles

contournent la perforat ion ù distance s' il est orienté tangentie llcillont.

Il semble donc que les substances inhibitrices soient cap<.lbles d'orienLer

lu. croissance des palmettes.

Ces llerniers faits sont confir-més par dos e:'q)ériences dans le3t;uel1es

dos palmettes de grnnde taiJle (1,5 cm) sont repiquées au voisina;c d'ua

thalle [L'~~r.5~6 en cours rIe croi.ss2.'lce (pl.XVIII C) .Pour évite!' les :ÎC1.terac

tions mécaniques entre les filame:~1l-s, Je th.-.} Jo-mère cult.ivé sur lmc
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palmettes sont repiquées au voisinaee de la marge en croissance soit face Il.

face, soit latéralement.

Quelle que soit ln. position du semis par rapport aux palmettes

appartenant au thalle-mère, on constate que la régénération donne toujours

naissance à des structures agrégées orientées vers les zones du substrat

non occupées par le thallc-mère. Cette orientation est due au fait que les

filaments régénérés en direct ion des palmettes du thalle-mère sont inhi bés.

:E."'tant donnée l'absence d' obstac les mécaniques à l'envahissement du substrat,

cette action ne peut être rapportée qu'à la présence des substances

excrétées par les palmettes sous-jacentes.

L'étude des interactions entre structures aGrégées chez le ~.ll~~~

montre que les palmettes excrètent dans le substrat des substances inhibi

trices de la croissance des filaments non agrégés et agrégés. En effet, cc.;;

intero,ctions se traduisent toujours par ùes inhibitions à dista::1Cc attestée;;

par l'apparitio::1, dans la l!w.rge des palmettes, de mycélium non agrégé dont

la croissance cesse rapidement. Ùl mnnifestation et l'intensité de ce

phénomène dépclldent de la concentration des facteurs diffusibles au niveau

de la zone apicale des palmettes.

Lorsque la croissance n'est pas totalement arrêtée, l'inhibition se

traduit dans l'orientation de la crois;>ance des structures agrégées les lUlCS

par rapport aux autres et permet de comprendre pourquoi les palmettes ne se

chevauchent pas. L'action des substances inhibitrices excrétées par les

palmettes doit également être responsable de l'orIentation radil11e dûs

palmettes issues d'un t.halle non agrégé. Il est en effet I06ique d'ncilllettre

que la croissance est orientée dans le sens correspondaat iL la conccntration

minbuale de substances inhibitrices à l'intérieur du gradient créé p~r

l'excrétion.

D - CONCLUSIONS ET DISCUSSIOXS.
C~~==C~===;===========:=====

L'ensemble cles p.xpériences présentées dr1:lS le chapitre Y COIH~uit à

des conclusion;; ('o~lformes aux hJ1)~)thè8CS présentées Jans l'introduction.

L'agrégation des filumeats en jl'lII'lct-J.:,('G met en jeu dû.'l in::'orP.l::ttions (J1ü

transitent à ID. fois par voie interne ct pur '/oio eJ.':terne. Ellcs nous

apprennent, de plus, que ces infonmtions son+. supportées par clûs SU!Jstn!lCe,
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au sein des extraits préparés il. partir du mycélium agrégé des palmettes. Le

premier correspond il. une substance morphogène inductrice de Itagrégation,

le second il. uno substanc.e inhibitrice de la croissance du mycélium agrégé

et des filaments non agrégés. Rappelons qutune substance unique portant deux

sites actifs différents peut également rendre compte complètecent des

résultats obtenus.

Plusieurs caractéristiques du facteur morphogène inducteur de Itagré

gationont été mises en évidence, en particulier, la dépendance de son

action vis-à-vis de sa concentration, les modalités de sa synthèse au cours

du développement, enfin son spectre dtactivité sur les différentes formes

mycéliennes. Nous savons, par ailleurs, que ce facteur morphogène élaboré

par le thalle est excrété dans le substrat par les hyphes en croissance et

que, dans des conditions qui favorisent son accumulation en grande quantité,

son action morphogène peut être décelée il. partir de filtrats de culture.

Il est donc logique dtadnettre que lteffet inducteur qui stexerce pa.r voie

externe et que nous avons démontré directement par les expériences de

lavage continu des thalles en croissance n.vec une solution n'.ltritive auto

risant l'agrégation, est dû au facteur morphogène prése:lt dans les extraits.

Cette identification perillet dtailleurs dtinterpréter complètement les

e:x}>ériences de lavage.

Lorsque la solution nutritive circule par diffusion sous le thalle en

croissance, le facteur morphogène qutil sJ~thétise et qutil excrète dans le

substrat est const8.lInllent éliminé. Si le milieu est renouvelé en permanence,

le lessivage ininterrompu du facteur morphogène maintient sa concentration

au sein des filaments en dessous du seuil dtactivité et Itagrégation ntest

pas induite. Quand, en rcvanche, la solution nU:'ritive est constalTII!lent

recyclée, le facteur morphogène s taccunule dans le substrat et limite sa

propre excrét ion, de sorie que sa concent rat ion interne augmente progres

sivement. Lorsque le seuil dtaction est atteint, Itagrégation est induite.

En définitive, 1 ta[;régation est induite ct entretenue par fu'1. facteur

morphogène s:mthétisé au 3cin des tha.lles et excrété par les filaments dans

le substrat .. Ce facteur impose aux fil<>.,mcnts leur morphologie particulière

et leur gronp8Iilcnt en faisceaux; il est égn.lcm(~n-t responsable des El(p:lifi

entions physiologiques obse"·I."ées COl pl1r~ieulier au niveau des prnpd ét.6"

des parois des filamenGs ngrél.:;és. Il 'nt est pas possible de déLenainer la
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part jouée par ce facteur par voie externe et pur yoie interne. Il est

certair., cependant, qu'il n'intervient pas par l'intermédiaire d'un gradient

externe au sein duquel les h}~hes seraient orientées ct rassemblées.

L'étue~e des interactions entre palmettes r.'est, en effet, pas

favorable ft l'existence de phénomènes d'attraction entre les filalilents. Au

contraire, les interact ions qui s'exercent entre des structures agrégées

voisines sont toutes de type inhibiteur et conduisent soit 0. des inhibitions

de la croissance des palmettes, soit à ùes modifications du trajet des

palmettes les con(luisant 0. s'écarter l'une de l'autre. Ces deux types

d' act ion dépendent. de la concentrat ion des substances inhi hi trices excrétées

par les filaments agrégés dans le substrat. Nous ignorons la na.ture des

facteurs inhibiteurs responsables de cette action. Il est bon de n'.ppeler

que nous avons mis en évidence da.ns les extraits ùe oycélium <'..grégé la

présence de substances inhibitrices de la croissance des rih~nêr.ts agrégés

et non agrégés, substances qui peuvent être élimÎ1:.ôes ou dénc:.turées pn.r

évaporation sous vide 0. 40 0 et qui pourraient être responsables {les

interactions observées entre palmette::;.

Quelle que soit la suhstance responsable des effets inhibiteurs, il

n'en reste pas llloins certain que des corrélations entre palmettes s'exercent

par l'intermédiaire du mycélium externe et qu'elles sont responsables de

l'orient.ation de la croissance des structures agrégées.



DISCUSSION ET CONCLUSION

De la ba~idiospore au rhizomorphc, tel est le pas que nous nous

proposions de franchir dans l' introduct ion de ce mémoire. Ce but a-t-il ét é

atteint? Autrement dit, les résultats obtenus permettent-ils de construire

un modèle de développement ùu Le lip:nosHs ? Quels sont les problèmes qui

restent 0. résoudre et cOIlllJ.ent peut-on les a.border ? C'est ù cet ensemble de

questions que nous essaierons de répondre maintenn.nt.

Dans cette discussion, nous envisagerons essentiellement les phénomènes

qui préparent et induisent l' agrégn.t ion des fi laI:J.cnts en palmettes, étape

pr~liminaire a l'édification des organes agrégés les plus différenciés, les

cordonnets et les rhizomol~hes. Pour faciliter le début de la discussion,

nous rappellerons uu préalable, que l'agr~gation des filaments est iE~uite

pur un facteur morphogène élaboré p[:,r le thalle ct qu'elle conduit ii. un

organe très polarisé, au,;si bien dan" l'orientation de sa croissan<.:o que

dans ses potentialités ùe régénération.

A - LES E'V..PES ~u m:VELCPP~,rr=~;T ÇUI pr.2PAr:r.:\~rr L' AGHEG .....T ICN - ~,~CnPIICGE':l=SE Dr.:S
~s::J::::.::~=::::::::::.:.:=:.::::;;:::..:;:;::..::::~=::.:==:::===:.=::==~;.:::::===:.-:===:.:::::=======:::::~.:=:::::::::.:=:.=:..:=::::::=-:=.=======:.:;:::===::==;::==.:

TITALIES lIGN AGP.r.:GES.
C=,;S:===t:.;~::;':;"'::'::;::==::::';:::::==:;:::':==

Lorsqu'on ensemence une basidiospore sur du milieu malté, le dévelop

pement (lu thalle non agrégé s'opère en deux phase s A. et TI caract éri sées p<:Lr

la nature des filallieI!ts qui assurent l'extension du thalle. Intrauntriciels

ct ii. croissance lente au cours du preLlier "tade (filaments 1.), ils sc

ramifient en donnant Wl cystèllle aérien dressé ct, au bout d'un délai moyen

constant pour clmquo scuche, cles filauents superficiels à. élonr;D,tion rupiùe

caractéristiques de la deuxième phase du cléyeloppement (filar.Jcj~ts n).

L'un (~_es car~ct{'l'es les pIes oric;in,l,ux lie la I:J.orpho:;éDPse des t]l~.lJCS

non n,grégés est l'exi~;teEee (le: ph611ümè~llCS (!c corréllltion s'cxcrç~l.nt, ll'..l

cours de l' tulC ût l'autre (les deux pl1<.l.ses de la cI'oissanëe, entre le ilI}CC

lililli iu.c:erc;': ct le 111:;célium ;mpcrficicL Ils obUGcnt le tbdlc Ù Be
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Les v[\riations morpholcgiques portant sur le diamètre des filaments

et sur leur ramification sont accou;.pagnées de différonciations physiologiq\le

directement perceptibles ou non, qui se traliuisent :

- par une adaptation a la vie au contact direct de l'air, s'effectuant

vraisemblablement au niveau liu métabolisme respiratoire, par l'interméùiaire

du mycé lium aérien dressé de la phase A.

par une vitesse de croissance plus rapide.

par l'apparition d'une polarité de régénération liée nu drainage

de substances provenant de l'arrière du thalle en direction des apex en

croissance.

- enfin, par la mise en route de la synthèse du facteur morphogène

inducteur de l'agrégat ion.

L'existence de deux t:ypes m:rcéliens dont l'un est capable ~e croître

rapidement il. la surface du clilieu n'a été sigl1ulée, ù notre conna:isfjanCC,

que chez le Cort.iciUill rnlfsii (GOlJLTCN, 1971). Un exumer. rapide des thalles

de nombreux Chc.l:lpign0ns indique que tous ne possèdent p8.G cette facultlS

qui semble cGractéristique cles c<.pèces cape.bles de crcître à } 'extérieur

de leurs hôtes sous forme de filaments iso lés (nhizoctc'l1:i a solani, JH1r

eXE:Jllple) ou, plus généra,lcment, de filanents l1grégés en. fai.sccaux (l;:::.L.i1.smh'!:.

sp., par exemple). L'existence de corrélations entre la C!ifférencü~tion

ù'un t:)1)C de filament ani110gue au filUl:lcnt TI et. l'adaptation ù la propc.,g;a.

tion sous forme agrégée tlans des conùitions è.e milieu normalement peu

favorables ù la croisSD,nce des Ch2.lapignons reste encore à. démontrer.

Chez le L. li~nosu~, plusieurs faits tenclent a vérifier le postulat

précédent. En effet, lorsque les thalles ne peuvent sc (J(;velopper cla.ns

l'état B, ils sont égaJ ement incapn.bles dû c:ifférencicr (1es struct ures

agrégées. Filaments B et filaments agrégés possèdent en COlllt:1Ull des pro

priétés physiologiques que ne possèdent pas les filamcr..ts A. Les prcr.liers

sont fortement po Jurif;é.s, tant cluns l'orientation ùe leur cr0 issa.nce que

dans leurs potentialités dû régénération, alors que les seconds ne ]e sont

que faiblement. D'autre part, Je facteur mOI~hog~ne est abondant d~ns le~

filaments TI et dü.ns le~3 fil8.Llents oErégé;s ; il n'est p"G .~'.n.1LI-.td.,),.;l" ,;("u:: ;"3(~

forme 8.ctlve, ou l'est, en faible qu<::ntité seulement CÜlnE les filaJ'lents A.

Plusieurs questiOl:;; Re posent à propos dn (~évcloPl)Cll]ént (~CS thalles

lion ng1'6g,':::;, en rcl<ltio]) (1VeC lu. prl~~;e:;~c(; du rG.ctct'~ r.ln!'phcr;i:nt~ ()é;::.S 10..
wycéJ juJU (~~: ln. plw,se 11, (:UCStiOll;:; n.1~X(;118Jleg llCUS ne [;C';;"l'O;U, répf'n:~~'e (lUI)

par des hypoLh~scs.
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Nous savons que la polarité met en jeu des transports de substances

.des régions âgées du thalle vers les apex en croissance. Par ailleurs,

l'état TI n'est maintenu, par bouturage, que lorsque les semis emportent une

grande quantité de cellules. Les résultats peuvent être interprétés, entre

autres h}~othèses, en faisant intervenir une substance à seuil dans

l'apparition et le maintien de l'état D, substance qui pourrait être le

facteur morphogène inducteur de l'agrégation. On est tenté de répondre que,

ce facteur n'étant pas s:ynthétisé dans le mycélium de type J.., il ne peut

pas intervenir dans l'induction de la forme TI. La réponse doit cependant

être plus nuancée. La présence d'un précurseur dans le mycélium de t)TJe 1

suffirn.it pour expliquer les faits précédents. Il faut aussi se rappeler

que les e:l..'"traits de filaments A sont rarement totalement inactifs. Cn peut

donc formuler une autre h)~othèse : la s~lthèse du facteur morphogène

débuterait dans le mycélium aérien dressé apparu par ramification des

filaments .A. au cours ùe la premi(~re phase de croissance. El] e est confor!:1C

au fait que la différenciation des filarler.ts B est préparée dans ce m:;c{liuc

et que les e:l..'"traits de filaments A ont toujours été faits dans ùes thalles

possédant peu ou Pu,s du tout de mycélium aérien dressé. En l'absence

d'expériences précises, il nous est, pour l'instant, impossiùle ùe réaoullr-e

ces problèmes mais rien, (~ans nos résultats, ne permet d'infirmer il. coup

sûr les h;ypothèses énoncées ci-àessus.

B - lES COJ\TDITIONS DU PASSAGE A UL PIL\SE AGP..EGEE.

1 - les conditions internes.

Les structures agrégées ne peuvent app2.raitre que lorsque le tlw.lle

issu de la basidiospore est potentiellement cape.ble de se dén~J_()pper dans

l'état D. Autr('IDent <lit, l'initiation des p<11mettes du 1. Ij711('.~~~ n'est

possible qu'à partir d'un thalle ll(ill agrér;é, ce qui correspond. à une

caractéristique très générale de la fon::ation des rhjzomorphes.

ln. cowlition procCclente ùr;t impérative an nivcL:.u des potentialités

seulement et ni implique pas n<!ccssaireElcnt ]' e~~pr0.ssi(ln r__lOrphülo~irll!e de 1<:.

différenc iat ion, c' e sio-iL-dire lm lléveIol,pcr:wnt pré.::.ld)] c sous I il forrJe D.

Ces rérmltats pcnH>rrt. oncore ê-tre énof!.cé:s en l:isant que les fj JaL,cnts 13 SOLi

compétents pour l'agrégation alors que los filaments A ne le ~:Cllt pas.
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2 - Les conditions e:"..teIT.es.

Le mycélium ùe type B n'exprime sa compétence pour l'agrégation que

dans des conditions particulières de milieu que nous avons, tout au long de

ce mémoire, qualifiées de "conditions autorisant l'agrégation". De très

nombreux: facteurs pca.'yent créer un tel envirc1UlCment ; ils appartiennent ù.

deux grandes catégories.

La première correspond aux substrats ne contenant pas de substance

nutritiye ou lorsqu' il Y Il compétit ion pour ces substrats. Dans la nature,

les struct.ures agrégées se développent dans le sol; expérimentalement, nOU:2

en avons obtenues sur du sable; en cultures sur milieu gélosé, des

palmettes sc développent parfois sur des colonies bactériennes ou des thulle

fongi~ues résult.ant de contaminations accidentelles. La ùeuxième catégorie

comprend les substrats gélosés dont les caractéristiques ph;rsiqucs cu

certains constituants chimiques sont inhibiteurs de la croissance des

fila.Inents libres: les pH acides, le nitrate d'aDl11onitlill en grc.r.de quantité

(5 g/l), le chlorure rnercurique ou cl' autres suhstances toxiques à des (!oses

léthale s.

Toutes ces conditions ont en cornratm lu propriété d'intordire au thalle

de s'alineï1ter sur place, soit que le milieu ne contienne pus de substance

nutritive, soit que les substrats ne soient pas accessibles, soit, enfin,

parce que l'absorption des constituants du milieu conduiruit à la mort des

cc Uules. Les fi lament s se procurent les élénent s nécessaires à leur cre i s

sance et. à leur développement il partir d'un mycélium non agrégé qui exploite

une bn.se nutritive arrière; les transports au sein des filaments agrégés

doivent dcI:.C être très actifs cc que nous e~,pérons démontrer po,r l'utilisa

tion de composés rn.Llio-r.ctifs. IDS prepositions précéder.tes, déùuites

IOGiquel:ler,{, (;~s care.ctérj stiques dt.. développcl:10ut des structures o,gr{g6e~,

ont reçu des ccnfinnat ions eÀ-pérü.28ntûles. Nous suvons déjà (~ue lOG

pcdmettes ne peuvclit sc différencier qu'à partir d'tm thc.lle non c.;:;rCgé.

Par r.il Jeurs, qunnd les transports au sein des filuuent:> agrC;:;és s0nt

interrow.pus par incision u.u scalpel snI' le trajet (;es l~nlI:le·~tes, l'état

ûr;régé ne pcrfsiste pa~.l. Enfin, l'expérience nous pernct d'r:.ffirrner qa0

l'alimentation pur trar~;port ù. partir d'une hé1se nutritive a.rrière est n:1e

condition iL'l,érntivé punI' l'ugrC~:;~tion ; Ci~ effet, lornqae les tr...n;:;ports

s'aliLE'nLcr lotir plucc:, l'{(..<:t (12;I-é!:~0 est pel"~"l ct le wycéli.un ~e (1':\,81°11;(

il. nouvcQ.u SOll[' [orm~~ 1j brc (pl. Lü, p, .1G) ,
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C - 1'INITIATION DES STHUCTUIlES AGlmGEES.
c~~=~===cC~==~C===I=~L:=:=C===c==:~==c~~=

Comment se différencient les structures agrégées lorsque le~ conditior.s

internes et eÀ~ernes requises sont réalisées?

Les prctlières réactions du thalle correspondent. il. l'arrêt de crois

sance des filaments libres ct ù. l'édificntion de massifs denses de m~rcéliuru

aérien dressé. Ces massifs représentent les seules parties du thalle en

croissance active ct jouent, en ccns~quence, le rôle de centre d'appel aussi

bien pour les substances nutritives que pour le facteur morphogène synthé

tisé dans le mycélium libre. Il est vraisemblable que ce mode de fonction

nement provoque l' accumulat ion du facteur morphogène jusclu' au seui l

au-dessus tluquc l il indui t. l' agré~ation. 'Ious ne discutel~ons pa..s il. nouveau

cette notion de seuil puisqu'elle apparlLit c1airel;I;):lt il. partir des essais

de dilution des extraits et des expériences de lavage cont.i~1n des thu.llcs

en croissu.TIce pur une solution nutritive autorisant l'a[~régat,i'·n. ~rous ~H1U~>

demanderons, en revu:lche, quels sont les effets du facteur morpho~ène.

Le fu.cteur morphogène na<.lifie pre>fol1c16nent 1.:1 pll:rsioloGie cellulai:'e

deG filaments. Ces Lloùifications sc traduisent dans lu. raorpholoGie : les

hyphes u~régées sont peu l"u.mifiée 3 et port.. cnt des r::1mcn.ux qui restent

accolés aux axes, elles sont groupées en faiscc<1.ux. Ces modifications

s'e:..:primcnt aussi ùu.n::; la structure ct les propriétés cles parois des ~i1;1-

ments. Elles sont éplLisses et établisseat entre elles de nombl'ÙllX CO;ltac-l,.s.

Elles sont peu perw1ables coriliilC te:lClent à. le prouver, ,l'une part, leur

pouvoir de tr"averser sans dOl;J;:;mge (les SU~)3tru.ts conte~a:lt des ::;ubsta:lcc.s

toxique", d'autre part, l'excrétion très faiiJle tl'exClc:1Z}èJCS d<tIl::; le nilie:'1

(GEIG=n, non publié) ; cette faible pcrm6~bilité va rle pu.ir avec l'incap::1-

giques àes fi lamcats agré0'~s. Il s sont cupables ,le transporter C1ctivclJ.on:.

des sUb::;to.:lces en p!"ovenance de l'u.rrièro ; cette {~e!"ll:U~re pn'prié'i:,é c;~t

il. l' ori(;i::w des phénorJ.~n(;s (le p~lal'ité de ré~énérüt,io;1 r:lis en place clùn8

les filaments Il ût reni'orctis (1.'-1.113 lèS fil:'.lJ.o~1Ls aC;:'ê:.:;C:s.
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Nous avons YU que, généralelJ.ent, la répartition des palmettes ù la

périphérie d'un thalle non agrégé se fait au Imsarù. Cependa:lt, elle est.

parfaiteIaent déterminée quand les cultures sont issues d'une houture cl1rrée

ou en forme decroiss~nt ; les structures a~régées se forment ùe préférence

dans les zones de densité nycélienne particulièrement forte, localisées en

face des quatre côtés cle la bouture carrée, ou au lieu de rencontre entre

les filaments pour les houtures en fOlTIe de croissant. Il est vraisenblable

que le facteur morphogène s' accUJ:lule plus rapideI:l.ent dans ces zones

privilégiées. Lorsque les corrélat ions d' inhi bit ion sont inte:lSes, e lIe s

interdisent l'édification ùe nouveaux centres. Quand elles tiont IJ.oins

fortes, les centres de formation sont à nouveau répartis au hasard. La.

localisation des palmettes n'est donc p~s déterminée Ù. l'nvance au sein des

thalles non agrégés mais dépend u.-liquement des corrélations d'inhibition

I:l.ises en jeu lors de la réalisation des conùitions ~utorisant. l'agrégation.

D - LE r)]~I:2LOPP'::..Œ:·~'l' DES S~r:lUCTlTnl~S .1\.G]tEG22S.
===c=====~========~===========~=======~===

Une fois ülitiées, les palmettes poursuivent hmr croissance en se

ramifiant. Le maintien de la structure a~réGée est. lié n la p.,...6scnce au

niveau des apex en croissance de substances s::mthétis(~es en . . "al"rlere e"

transportées par les fi l aillent s. Ce fait est bien dénontré par les corrélCL

tians cl' inhibition qui interviennent aussi bien entre leG initiales de

pulcettes qa'entrc les différents r::LC}caux d'une palmette, et par la pc",Le

de l' ét,at agrégé provoquée pa.r l'arrêt des transport s suite il, une incision

pratiquée sur le parcours des palmettes.

Les substances ::liscs en cause sont, CO~:le préc6denm.en-t., des fncteurs

nutritifs et des substances aorphogè~les. Lorsque les palmettes se déyclop-

pent sur du sable, il est bien éviclen·~ que ces besoi3s ne peuvent "'"cure

satisfaits que pur le m.ycélium présent dans la. bûchette de hojs d'IIév6a.

Si les relations avec la buse nutritive S0))t coup5es, le déve~.oppcr.lent es""

en effet rapidcm<.mt stoppé (K'1SSCU, à p~raitre). Dans les substr",ts ::,6h:c.<s

autorisn.nt l'agrégation, 1", situation est qllel(lue ;)e:1 différo::T~e. Les

1 4- t 1 1 + . 1 l (')' C) ,.. .~ .., )piL mc".·es C.. 8 Grllnl.e ,.. <1],.C ~. il. "-, d L"

drc Ù l!'"!.C 3:1.:::1]1 le nccurmlat ion

l'epi(]l1(~e;S ,sur ccs [Ji) ienx ~;on-':
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palmettes. Dans certaines conditions, le myct51iwn agrégé est susceptible de

synth(~tiser le facteur morphogène au sein ùes fi lament s des palmettes ou de

certains des filaments libres régénérés.

Les corrélations qui s'exercent au cours du développement des structure:

agrégées ne sont pas seulement d'orùre interne. Les palmettes excrètent

dans le substra.t des suhstances inhibitrices de la croissa.nce des filaments

non agrégés et ùes filaments agrégés. Ces substa.nces orientent la croissa.nce

des faiscea.ux les uns pa.r rapport aux autres et sont responsables du fait

que les structures ne sc chevauchent jamais et qu'elles occupent un espace

bien délimité par rapport aux structures voisines. Il est vraisemblable

que les substances inhibitrices sont excrétées sur toute la longueur de la.

pa.lmette. Il est alors possible rI' envi sager leur Ï!ltervent ion dans l' orien

tation ùes structures agrégées par ra.pport au thalle-mère, nans le sens

décroissant d'un gradient ùe concentration approxiillativement circulaire.

Les mécanismes d'initiation et de développement des :;tructures agrôg(e:'

du L. li;>;noslw que nous proposons ci-dessus perL1ettent d'c"\.-pliquer les

principaux faits connus nais posent aussi plusieurs probl~mes que nous

évoquerons ma.intenant.

Tout d'abord, ils ne tiennent pas compte des informu.tions montrant

qu'une substance inductrice de l'agrégation est excrétée cla~s le substrat

et que l'agrégation n'est ni initiée, ni maintenue lorsque ]e thalle est

lavé en permanence par une solution nutritive autorisant l'ugrégation.

Plusieurs faits, en pa.rticulier des propriétés chimiques comnunes, sont en

faveur de l'irlentité de ce facteur avec le facteur morphogè:ne s:;n1:.h8tisé

dans les fila.ments. C'est pourquoi nous avons interprété les eA"périenccs

de lav<1ge p<1r une di lution du facteur morp~lOgène au sein des filaments, de

sorte que la col1centrat ion interne est constnumlent inférieure au 3e~.li l

d'action. 1fuis, il est également possible que le facteur morphog~ne agi~sc

partiellement par voie ex-Lerne. ~oLre expérimentation ne perr.:et pas

rl'inlïnner l'une ou l'autre dus deux hypoth~scs précédentes. A notre avis,

le choix entre les deux rdtcrln,tives nécessitera au préalable la rléLèr;;ILL,t

tian de l'identité chimique Ju ou ÙOG facteurs actifs.

De Elênc, nous ic;norons si les rmhst(\.~lCCS inhibitrices exc:,étCc;; [':\r les

palmettes so:r~ identiqucs ou différ<;,ltcs de cellcs présentes dans les

eÀ'"tl~ùits. Tii. eaco}'e s scule l'étude chi:uiguè cOll(ll l ira ù une co~.1,clu3ion
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définitive. Par ailleurs, la mi1'le en évidence assez récente de ces

substances n'a pas permis d'étuùier leur cycle ùe s)~thèse au cours ùu

développement.

Enfin, les ~écanisillcs de formation des structures agrégées du

L. lij~a~-!!.~ proposés ci-dessus n'expliquent que le début de la morphogénèse.

En effet, si nous avons décrit l'édification des cordonnets et des rhizo

morphes, l'étude expérimentale du déterminisme de l'agrégation a été

restreinte au stade palmette. Des résultats que nous publierons ultérieure

ment (nOISSO}/, à paraître) ont montré que des corrélations interviennent

pour limiter le nombre de cordonnets et de rhizomorphes formés à partir du

mycélium agrégé construit par la palmette. ~Û1is des questions importantes

restent posées. Par exemple, qu'est-ce qui incite les rameaux néoformés au

moment de l'apparition des cordonnets à rester collés contre les groupes

d'axes dont ils partent? Ou encore, est-ce que les structure;:; agrégées

du type palmette peuven-!-, s' allongo," indéfiniment sans qu' il)' ait édi fi ca

tion, en arri~re de la marge, d'organes agrégés mieux structurés tels que

les cordonnets et les rhizomorphos ?

Après 1 e regroupement dé l' enscnble de nos résultat s et leur interpré

tation, nous 3.vons conscience que bien des probl~Iilos sc posent encore dnnt

l'étude pourrait apporter des informéttions intéressantes sur la morphozénèsc

des palmettes. Da.ns l'étut actuel de nos cOllTI:tiss::1nces, les cl'Scn,ni.sw~.s

de l' agréga.tion chez le 1:. l ignosus peuvent Gtre résumés ainsi.

L'ar.;régation de;:; f:.ilaments en palmettes chez le L. li0n0su~ est

in.duite par ln facteur r.J.0rphog;ène dont le~ n"dalités de ~-;~~'se ct

d'activité uu cours du JéyeloppcmcClt per':'.lCttent d'e::q"lILIllCr que s~uls 10s

filanwn-Ls B soient c:-wpStents pour }'a<:,:ré2;ati('~!1. Le J1lÎlie~l CÀ-tèl'~...i:~

in~~ C l'V i ent vrn. i senhll~ l cElont en ..l:-.czr;1.ot t 0-n-'.,~~c1.1l;ml at i '?E.. du fa.ci...;:1:'

!!!orpho~ne au-dessus dn S_I}111 l (~~:~tiYHé. et~.--2hl"!:.f':c:~~~l.~_~lj_:.~ i

s' 111 j l'lent e r ft pttri i r cl'm~ ba sc !11l t. rit i ye [tn' i è:.!:.t::J.-..12:C~!:.._l.:.r<;.20)0 ri":.._~~
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E - LA. CO?D)I':':::XITE DES PlillW~.rr:~ms D' .AG~rEGA'l'ION.
==c==:~;=================~;=========~=======

Le modèle de développement que nous venons d'élaborer peut être comp~r~

à d'autres modèles étahlis pour expliquer l'agrégation chez des organismes

différc~ts du L. li,'i;10S11S.

En ce qui concerne l'édification des structures agrégées de type

rhizomorp!üque chez les Champignons, dont les principaux fa.its connus ont.

été résumés dans l'introduction de ce mémoire, notre étude apporte des

éléments nouveaux permetta.nt de mie~~ comprendre le déterminisme de leur

fornation.

L' interv ent ion de substarlces norpbogünes dans l'agrégat ion d.es fi Inm'~n"~.:

est l'un d'entre eux. Il permet d'envisager sous tul angle différ.ent les

corrélntions entre mycélium non ngrégé et structures (l,grégées qui,

jusqu'à maintenant, étaient presque exclusivement attribuées a des facteurs

d'ordre trophique. Mises à part l'étude de ~I!me \'l.\.TKI~~SON (19'11 a et b) S:'1i'

la formation ries cordonnets sur le Herulius lucr)'1I1[P1s ct la nôtro, per::;cnnc

n'a jam~is cherché à eÀTJliquer le mécanisme ùu rasscr'lbLn:lCnt des h:-11h033.

Ceci est dû, sans doute, au fait que les recherches ont été cffectuéùs SUT

des espèces ù rhizomorphe s hautement différenc iés (Al]2.i J l arie !...l.~ mc 1] ea

essentieller.:wut), construits à pal'tir d'une ZOîle méristématiquo: pour

lesquelles le phénomène de rassemblement e3t difficileme;).(:, accessible à

l'expérience car il se produit très tôt nu cours du développement.

Il est intéressant de rapprocher nos résulta.ts de ceux obtC:lU3 pur

GOUJON (1971) sur la formation ùes scléro-tes chez le Cortici1U!1 roli'di.

Nos conclusions présentent en effet bien des similitu~es.

A la fin de sa thèse, GCiUJON (Inc. dt.) écrit: "les sclérotes

apparai sscnt à la suite de la ccssü.t ion ou de 10. <1iminut ion d' Œl ant::l.gnni ::,'me

croi ssü.nco-;:;cl .jrogénèse. Leur i'orr:lat ion est cOmrJ.~mdée par un facteur morpho

gène •••• dont l'action IH'üJ.... ire ct, sans doute} essentielle, consiste LI.

fo.vorü;cr ]e développement des h}1)hes de tYTlc latér3.1 :111X dépens ,1cs

fila::lcn1J'; conducteurs. Ce fai,se.'1.t, il iI'Juit l'a~~n~g<1.~if)u h~)'c::]iennc et,

peut être, tiwt un frel.n il. la conCUlTcncc "Crophillue dne i.~ l 'élo~16;:>.,tio:1".

Chez le L. li-':l)()E:U~., l!CS relatj"l1s ~'h'():itcs cxist.e~l+ ('TItre cr,'}s;:,~ncc_.. ._J

et form~\tion des j"mlmcttcs. Da1"l;3 les substrats f,,-vol"ables '1 U:1e 61(J~1:;n~.i(l,'
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ralentissement de la croissance des filaments n non agrégés. COIllr.1e chez le

~. rolfsii, l'agr6gation des filaments en palmettes est sous la dépendance

d'un facteur morphogène qui n'est actif qu'au-dessus d'une concentration

seuil et qui. manifeste ses effets sur le motIe de croiss:l.nce des filaments,

sur leur morp~ologie et leur physio logie. rH différtmce essent ie Il e entre

les actions morpho~ènes qui conduisent ù la formation des sclérotes et Ges

rhizomorphes l10it être recherchée dans l'action ùu facteur morphogène au

niveau cellu!:l.ire. Celui responsable ùe la sclérogénèse favorise le dévelop

peoent. ùes filaments latéraux par rapport aux filaments conducteurs et

conduit les premiers â se pelotonner sur eux-mênes ; cette action s'exerce

en définitive au profit des filaments les moins po~aris~s et sc traduit p~r

la disparition de la polarité de croissance des h}phes latérales. le facteur

morphogène inducteur de l' a~régaticn chez le L. li[';n(l~ agit, en revanche,

en inhihant la croissance des filnments A et des filae;cnts TI (é1lub,ralcnLs

des latércux et con(~ucteurs respectiVeL.lCnt) et en :::'avo!,jsullt ceIle des

filuments agrégés qui sont encore plus polarisés que ~es filancnts D. Llo

polarisaticn accrue se I:lanifesie au lliveD.u (lu filuLlent p:l.r tille faibJ e

rumificaticn ct surtout par le fnit (~UC les rurJer,ux rû~te!~t étrniLeL.1errt

accol(;s jj, l'axe qui leur il dr;l)ué mdssance. ~otons ql~C ce cara.ctère n'est

pus particulier au L. lip;,nol:rt!S ; en le retrouve en effet lors de la forma

tion des cordonnets r-, partir Les fil:l.uent<; conducteurs ùu Cortic5ulll roJG':..iJ_

(GOUJON, 1.971) et dans les filnments qui s'agrègent au sein d.es ccrél21Ïcs

du Doratoill,ces sp. (llilLTCN, 1971 a).

L~s similitudes précédentes sont encourageante,:; pO'J.r l'a1'<::ni1' Ces

étuùes sur l' agr6gatirn chez les Chur1plgncns car elles scnt fayol'[:-bles ù

l'exi<;tence d'une certair,e tmité dans le raécunisr:IC (l'un phl:nOLl~';èe (iui peut

conduire & lu construction J'crCilnes assez divers. Notre 6turle vient ~e

démontrer que les orgr:.nes agrégés c<'nstruits sur Je t:n)C s)'üplwgène

constituent un m~tériel intéressant (:u poil't de vue expùrimental, (lu fc.it

que l'Qgn~'Gi1tirn wet en ,jeu <1es li,écc.n:ismel3 internes et c:.::terncs ngissuni..

sur la. crrissunce ct la ralüificaticn ('"e3 filr.:.r;wnts et svr les relations

qu'iJs evé:,bli,ssent e:l-Lre eux, r;;),:.:; être (;flIJJ1.1iqu6s ;l.U l:~purt. 1'1"'1' t:C,;

rlifftr(:l'ic:i,u'tjcns cellulaires trop iI:lporLl.utc:J. CCIJI~Ptl,mL, cc l1'e[;t P[~S

en rait ù un organ:i 2:ne nù des C'"J) alel'> d' aLonl. isn lCe~ se r:1si3cJ:l1Jleni:

aetiv0n1eD L l;cur CP11Sr, ruj. re lU1 (ll'{;Ldl(~ ,L.n; l-~ j cc].} uJuii~e ~
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Ce natériel existe dans l'ordre des Acrasiales et les études effectuées

depuis une trentaine d'années sur le Dictyostelium ~~ide~ napel' sont

bien COIlllueB des biologistes (mises au point des travaux par nO~~En, 1967

LAr~ENT, 1970, 1971 et 1972). Les spores placées sur un substrat nutritif

libèrent des cellules amiboïdes qui se nourrissent par phagocytose de

Bactéries, se divisent activement et se déplacent . librement il. la surface

du substrat. Quand les aliments sont épuisés, on 8.Gsiste il. une phase de

rassemblenent actif des cellules anibes conduisant il. la formation d'un

organe agrégé, le pse~ùoplasmade qui doIll1cra plus tard naissance il. la

fructification.

RUNYCN (1942) et Bü:t-.TNEn. (19 t17) ont montré que les O-nibes sont ori entée<.;

po..r chimiato..ctisme nu cours de la phase d'agrégation le centre d'attrac-

tian secr~te de l'acrasine, substance qui attire les amibes verG le point

de plus forte conccntrn.tion. Cependl'.,nt, il n'a janais été possible ~e

démontrer la présence d'un GrL1.dient à pa,rtir, par exeôple, de blocs de

gélose pr0levés sc'us le centre n.ttractif. Ceci, essentiellement car l'acl':1

sine e~L continuellement détruite par tme enzJ1lle (.;ni eBpêche toute 1!..CCUIlluJ'l-

tian. SILliTBIl (1950 n ct b), en sépnr~nt par diul:rse l'enz:iT.1e (ie son

substrat l'ncrusinû, a pu iscler cette derni~re et étudier son o.c~ion. En

présence ù'acrasinc, une o.nibe prf'che du stade de l'o.grcication c1eYient

visqueuse et se met à prcduire elle-mêr.le de l'acrasine. L'attraction ne

s'exerce Pu.s p8.r lm gradient de grande étendue nc.i li' par des gl'f'Alient s

locaux qui agissent ùe proche en preche f,ur les cellules isolées. Les

vc.riations en fonct.ion du tCl:lpS de la prcùuction d'ncrush!e eu niveau (~u

centre attractif perD.et a celui-ci de garcer sa fonct.ion .jusqu'il, la fin (hl

stade de J'agrégatinn.

En plus de son rôle n.ttru.ctif, l'ael'usine agit sur les p2.rcds en les

rendan"" visqueuses, ce qui facilite leur ngréga.tinn. Certé.ineG de ces

transformations ont Ijté mi.ses en évidence pë,.r différents auteurs grâce n.u~.;:

techniques illlwmologiqucs (GHIDG, 1.05G 01. 19G1 ; SC;;:;BBOmJ, 1062

T1J~EUCnI, 19G8 et So;·iXEBCmN ei. coll. laG'l) de nomeaux [t.ntigè'Y1cf'. sont

est prnbable qu'ils jouent. un r01e dans ~ 'nEré-gaticn puisque cc pr0cesf;u~1

est inhibé pur les nnti corps cnrre spoJ}(l<:.nt s.

coJI.1DCJ7,

l l' , t' JI' , " c:.' TT' TH '1'Tl 1 J " , )P lOSp.10['.Jl'S ,l'rl1Se en,:}l\G m~.sc on I"Y]l,C:J~Ce IFèr ..,n..:__'.è ...... , \_5.0::..- ~.'..:.~

r0~;p(,l1snh]c de sn, (:é'gl'al;ation (crP.sr;, 10Gr:).
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la différence la plus grande entre le développement des st.ructures

agrégées chez les Chanpignons ct chez le D. cliscordeulù réside dans le

mécanisme du rassemblement des cellules ou files de cellules. Chez le

Dictyostelium, les amibes se déplacent et migrent en ùirection d'un centre

d'attraction en réponse il un stimulus chimictactique. Chez le l. lip;l1osus,

il n'y a pas de rassemblement actif Il proprement parler; à la suHe des

ordres perçus par voie interne, les filaments sont accolés les uns aux

autres dès leur différenciation èi prtrtir des centres cIe formc.tion. Cc I:locle

do construction ressCi:lble beaucoup à celui des organismes dont le dévelop

pement se fait à partir de la division d'une cellule oeuf, dc.ns lesquels

les ce llules-fi Iles restant accolées Cilr e Iles éto.bl issent ùes cC'ntact s

entre elles dès les premiÈ!res divisions.

Les études effectuées à partir d'embryun de Vertébrés p:1rvenus à

cUfférents stades de leur (:éveloPlJCmellt ont mis en évic!ence l' impor"! unce L:0<:

propriétés dû surface des cellules d~ns les phénomanes d'aGré~ation. Il

est relativement facile d.e dissocier les cellules embryonnaires soit en

introduisant è.e la pottlsse dans le milieu de eultnrc JUSfjll'Û. cc que le p!I

atteigne une valeur ùe 9,6 à 0,8, soit, pour les tissus plus igés, en

fai.sant agir lu trypsine. La réugré 6 ution ùe.:; tissus dis;sociés est possible

si les cenditions de culture redeviennent norm[~les. Cette technique u été

utilisée par de nombreux auteurs pour essayer de déterminer le mécan:î.srlC

des mouvement s morphogén6t iques qui se pn'clui sent n.u CO',lTS de l' e:ahr:rog(~nè<;ë,

(TO\'.~mS ct HG L'l'FrE'l'En , 19G6 ; J.::OSCON"A, 19G1, 1aGG ; STE PJDE!tG , 19(6), en

cC'm1Jinunt cles cellules dissociées provemlllt ('e diff(~rentes pc.rties c:e

l'embr;yon ct cl'eI:.lbr)'ons cl'espèces d:ïfférentes. Des e~:p6r:ienees térlOills sent

constituées p0.r des grcffE)f; des tissus ou inH,iL',les uti J i:;ées. STREJr=:DG

(loc. cit.) u fort bien résumé let) phénomènes que l'on pe~lt Cibserycr il ln.

suite d'eÀ~ériences de ce tJ~e.

a - qlHllHl. les cellules (le ùifférents ti.ssus emhryoJ:n,ürcs (le Vertébr':s

sont C:issociées ct lJ1él<::.n~ées, e] les sont capables d'udh6rcr les UllëlJ Q.ux

se regroupent, pL,r migrutioll, pour r0ccnstruirc les clil'fSrents t i s;ms

cJ'orib~ne ;
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d - quand les tissus utilisés font p~rtie d'un complexe d~ns l'embryon,

ln. géométrie du complexe normn.l dn.ns l' embr~ron se reflète dn.ns les

structures reconstruites.

110SCONA (lQG6), trn.vn.illant n.vec L.es tissus de plusieurs origines

prélevés sur des embryons de poulet ou ùe souris, a montré que les cellules

dissociées se rcr;roupcnt préférentiellement selon leur tJpe original sn.ns

tenir compte de l'espèce ù laque Ile e Iles appart iennent •

T(~i'tNES et HOLTFP~TErr (loc. cit.) pensent que la répartition spécifique

des cellules au sein de l'agrégat après mi~ration serait ~ue à l'existence

en son sein d'un eradient de concentration auquel les types cellulaires en

présence réagiraient di ffércL.lI;wnt. S~\EINB=~G a montré qu'il n' ét~it pas

nécessn.i.re èe postuler l'existence rl' un ~raè.ient chimique pour exp 1iquer

ces phénomènes. Si l'cn suppose en effet que les forces d'adhésion qui

s'exercent eI~tre cIeux cellules û.ppurtenn,nt au mêDe tissu ('u à (leux tissus

différe!1t,s sont spécifique~ et constants peur Ul-:e même c0mhüu1Ïson, une

simple application des lois ùe la thenncclynamiqlle peI1llet de montrer que (~G,l;:;

un agrégat ùe deux ou plusieurs t:)1)es cellulaires, ceux'~ci vont se di spaser

ct se [!;rcuper l'un po.r rappnrt à l'autre selon la valeur de ces forcc., lIe

cohésion. Cet auteur pense (lue la sélectivité èes pr8ccssuS (l'adhésion

entre cellules proviendrait d'une répartition différente d.es sites

d'adhésion; la f0rce d'adhésion entre deux cellules serait alors directe

ment proportionnelle au lloLlbre de sites n.dhésifs.

L'ntilisaticn de cJ'i-ochalasine B, substance qui inhibe les mouven;ents

amiboïdes des cellules pIncées sur un substrnt solide, [], permis de montrer

récemuer.t (iue ces mouvemer~.ts illterviepnent con,jointcuonC aux forces

d'aühédon intercellulaires (Ians les phéJ'ümèees (:e rén,rrrégati.on de celJulcs

isolées (STEnm:=r..G et iIISl21A.l'i, 1872 ; ~\.:~.:STnO:;G ct P.Al~El\TI, 1!:iï2).

Des phénomènes cl'l1dh6sio:l intercellulrtire ont é~,é 6[jn.Jcmc31t décl'i+,s

par GIlEGG (196G) clwz les l_crl1siales. Si l'on rl6J.rmc;e de8 ceJlules ar.I:i.be::>

<le différentes espèces, l '[l.,crégcl.tinn ::;e fait vers Ull centre :lttr'l.et,if crr::;.lllE

!,~is, prn' ln su-;.tc, Jes ceJlulc~ se s,~pi:\,re!lt ct forGen-;" chLclme 101, fructi-

ficatioll cQ,r::;,ctérist:i(l1.1C l:C J 'c,:;p?·cc. A l'TIC ac;ré:::;,ètion pen [;:·<c:i.r~.cilW

COl::Ia~lll(Jéc par l'acrCtDine, f;Hccè(le (:one lT stade où cl:é1ljUC c.sr~(:o c~:pr~L::)

des propriétés [èc:lJés ives spéc:ifi qnes, ,:t 0.,0.C qui cc incic:e ,',YCC ::' an)"]'i ti OH
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Des expériences réal isées avec des épo~es apportent des informat ions

supplémentaires sur les facteurs mis en jeu dans les phénomènes d'agrégation

(?10SCONA, 19G1 ; IIU1:PJITŒYS, 19GG). Il est possible de dissocier les

cellules constitutives d'une éponc;e par des moyens mécaniques (passage à

travers un tamis de mn.iJ les suffisuLllilent fines) et par è.es moyens chiI>liques

(en prénence è.' el1U de mer débarrassée l~es cat ions Ca++ et !.!g++). Ln. réagré-

gation de ces cellules est possible à 25°C et met en jeu trois facteurs : les

propriétés de surface des cellules, cles cat ions clivaIent s et un facteur

organique. Lu présence de ce dernier a été mise en évidence en eÀl'érü.:entant

è. basse tempé•.'û,ture (5°C). les cell ulès dissociées mécuniquenent s' l1grègent

nOILlaleI:lCnt à 5°C bien qu'en donnû,nt des agrégats l~e petite taille. En

revanche, les cellules dissociées par des moyens clümiques sont incapn.})Jes

de le fuire mais se réagd'gent si le sl~rnQ.r;ec..ï!t résultant du trn.itement

chimique de dissociation est ajouté à nouvel1U à l '\ ~usper.sio!1 celluln,irc.

Il est probable Ciu'tm factenr organique dont la S~fllthè'se est nu~le ou très

faihle à 5°C intervient, ct qu'il est séparé des ceHuIes lors de la

dissociation chimique.

Si l'on lil~lange dans tUl mêoe suhstrat des cellulcn prcye"2.r;t d'cspe'ccs

différentes, elle.:; se ré:lgrègent séparéI:.:ent. On a constaté p:lralJ è lel.:lCnt.

que le facteur orgémique impliqué dans l'agrégn:tion est partinlliei~ à cll:?.rjllL:

espèce.

L'intervention de substances organiques ser"Vilnt de lien entre les

cellules est étaJ'ée par les e:<..-périences de fusion cellulaire en présence

d'une ph:rtohéI>lp,gglutinine : la concanavaline A, avec des cellules de

Manuifères (I:NEAJl et SACHS, 19G9 ; EDEe:A..'J et 1.:ILILTTE, 1971) ou nes

cellule3 cl' Insectes (B~CrŒr.., 1972). L'étt!cle de ].u structure trj(JiI;1enEio~':

nelle L.e cette sulJ~,t;:mce (EDEI2.:AN et cclI., 1972) ct l'eX'-LllllH'. de ]t~ lïxat:io~:

Ù ln. s~lrfuce l~e Ja. cellule (t'mlC cenvu.::n:,"aline A illctrqu6e D. la flur:resc(ine

(SnelL"J.! ct SACnS, lS72) ont perlllis de formuler è.es h:Ylloth~~ses sur le Doc'e

Q'n.ction de cette substance.

Les résultats de ces études r.lontrent qu'il n'est pas toujours

nécessClire de faire intervenir des substance3 chilliütact iqucs pour exp 1 l'Iuer

les mécunismes de l'agrégation. En fa.it, mise fi. part l'étuè.o de

Miss TiAl'KD'SCN (1971 a) sur les cordornets du .?icrHl~_~~ L":-.<2.!:,]~~~':'~, ce

phôn0m~nc n'o. ,i::l.17'0.i8 été impliqué dans la constructioll des organes a.~r8ir,és

chez les cha:J:rl"Ï gnons. 1.R. pet it nombre' Il' étu\lcs fon1ln.menta] es réo.l isécs
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dans ce domaine est peut être a l'origine des faits précédents. Il est

possible que des mécanismes de ce type soient mis en évidence dans l'avenir

d'autant plus que l'attraction chimiotactique est bien connue, dans

quelques cas, au niveau de filaments isolés. Citons petr exemple les

tropismes observés lors de la germination de groupes de spores (S'ï'ADLEH,

1952 ; J~\FFE, 19GG ; ROBINSON, PARK et GRAI~, 1968), l'orientation de la

croissance des zygophores du Mucor .!Jlucedo (PLEUPEL, 19GO ; PLE!U'EL et

DAVID, 19G1), celle des filaments anthéridiaux de l'Achl~ bisexualis Coker

et Couch. et de l'Achlya arnbiserJalis P~per sous l'influence de l'hormone A

(RAPER, 19GO ruuU(SR~, 1963), celle, enfin, du trichogyne sous

l'influence de la spermatie chez l'Ascobolus stercorarius (Bull.) Schroet

(BISTIS, 1956, 1957).

L'intérêt de la comparaison de la construction d'organes pluricellulai

res chez les Champignons et. chez les Vertébrés réside en définitive dans

l'orientation qu'elle suggère pour pourzuivre les recherches sur l'agréga

tion. Il est vraisemblable que les propriétés adhésives des parois des

filaments agrégés sont modifiées comme le sont les propriét~s concernant

leur pe!ïrJ.éabi lité. L'existence de deux types de fi lame:lts, libres et

agrégés dans la palmette est favorable techniquenent à l'étude de ces

transfonTIat ions, COIlEle l'est également leur dépendance vi s-à.-vj s du facteur

morphogène. L'existence et le rôle joué par ce facteur constituen~, srlns

doute, le fait nouveau le plus original de notre étude, au moins quand on

les compare aux résult,ats obtenus avec les embryons de Vertébrés et avec

les ~)onges qui perwetterrL, dans le meilleur des cas, de soupçonner l'intJr

vent ion de substances organiques dans le mécanisme de la réagrégation.



REPERTOIRE DES pnrnCIPALES TECHNIQUES DE CULTUnE

Les pages indiquent 10. place, dans le mémoire, de la

description de la technique oentionnée. Po.ges

1 - Culture du mycélium non agrégé

milieu malté et gélosé fi. 2%
mil ieu sJnthétique 18

culture du mycélium ùe type TI (pour préparer des extraits) 94

culture du mycélium de type A en milieu liquide
(pour préparer des extraita) 94

2 - Culture du mycéliun\ agrégé

iL partir de bûchettes ùe bois d'Hévéa 18

- ~ partir de rlisques de cultures 18

û8fig.20

- sur milieux sVllthétiques gélcsés (milieux ':8 ,!s ,~S) 19.;- •. l' .. 2' ..- 3

culture de m:ycéliun. agrégé (pour préparer Ù8S extraits) fig.17 82

culture de oycélilun agrégé sur les deux fn.ces d'une
membrane ùe papier filtre

3 - Technique de culture par recyclage ou renouvellement
penlUnent de 10. solution nutritiye.

riZ·1G
76 et 78

4 - Tests avec rles extraits acellulaires

- prtparation des extraits

• dialyse

• a.dsorption sur charbon actif et élut ion par
la pyriùine

test d'activité des extraits

- purification des extraits

• thermo-inactivation

t.est, sur lame

fig.17 - 81

fig.17 82

84

85

85

Toutes les cultures sont frtitcs a. la teLlpôrature de 2~9-::WoC,

en Général â l' .1bscurité (boites de Pétri déposéeH clans une boîte

metn.l1 i(~uc, type lllJoîte â biscuits'l), à une In:midité proche de

la saturation.
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