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INTRODUCT ION

Le thalle des Champignons est construit & partir d'axes raomifiés qui
croissent cite & cOte mais ont tendance & s'écarter les uns des autres et,
en conséquence, a envahir uniformément le substrat. Des corrélations
s'exercant par voie interne et par voie externe assurent un développement
harmonieux de 1l'organisme tout entier. Dans le groupe des Septomycétes,
au moins chez les espéces leas plus évoluées, des organes massifs assurant
la reproduction ou la propagation se différencient au sein du mycélium ;
ils sont édifiés par des filaments qui se rassemblent et établissent entre
eux de nombreux contacts. L'agrégation chez les Champignons correspoud donc
& 1'établissement de rapports privilégiés entre les filaments. Nous exami-
nerons un peu plus en détail quels organes sont mis en place & la suite du
fonctionnement de ce processus et, au moins pour certains d'entre eux,

quel est le mécanisme de leur morphogenése.

A - L'AGREG&TION CHEZ IES CHAMPIGNONS.

le mode de dissémination le plus couramment utilisé par les Champi-
gnons fait intervenir des spores, cellules isolées ou groupes de cellules,
nées par mitose ou a la suite de méiose, qui se séparent de la plante mdre
et sont susceptibles de donner naissance de maniére indépendante a de
nouveaux individus (GAﬁMANN, 1928). Chez les espéces considérées comae les
plus évoluées, les spores prennent trés souvent naissance dans des organes
pluricellulaires, souvent massifs (corémies, carpophores, stromas), dont
la formation peut suivre deux processus fondamentaux (GAﬁMANN, loc, cif,.;
BURNETT, 1968). Dans le premier, de type symphozéne, ils sont formés par
lt'agrégation de filaments qui croissent dans ia méme direction ou convergent
s'entremélent, deviennent coalescents et éventuellement fusionnent. Dans le

deuxiéme, de type méristoséne, une cellule ou des cellules voisines d'un

mére filament se cloisonnent dans les trois directions de l'espace j ce
mode de formation se rapproche beaucoup des processus d'édification des
tissus chez les végiétaux et animaux supérieurs. En schématisant & 1'extrins,

-

les structures agrégées du premier type sont construites a la suite du



rassemblement de filaments nés indépendamment 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 dés leur

individualisation,

Mais, 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 a
ltintérieur des tissus, qui est constamment ralentie du fait méme de 1l'orga-
nisation de la plante, certaines espéces peuvent progresser a l'extériecur
de 1'héte. Quelques—unes sont capables de croitre sur des organes aériens,
feuilles ou tiges : ce sont, par exemple, des Basidiomycétes du genre

Rhizoctonia (R. solani Kfthn) dont les filaments isolés progressent a la

face inférieure des feuilles parasitées, sur les pétioles ou sur les tiges,
ou du genre Marasmius qui s'étalent de la méme maniére que précédemment

a la face inférieuredes feuilles ou se propagent sur des distances beaucoup
plus grandes gréace & des organes constitués de filaments agrégés du type
crin ou télépode : M. equicrinis Muell.,ou du type himanvium : M. scandens
Massee(JACQUES-FELIX, 1967). D'eutres espéces sont sirictement hypogsdes

et progressent soit librement dans le sol, soit & la surface des racines,
soit, enfin, entre le bois et 1'écorce j la propagation met en jeu des

- -

filaments isolés (Ophiobolus graminia Sacc.) ou, le plus souvent, agrégés

au sein de structures plus ou moins hautewent organisées, appelées
rhizomorphes, dont la formation peut suivre 1'un ou l'autre des processus
symphogene ou méristogéne décrits précéderment. On peut définir un rhizo-
morphe comme un organe issu de 1l'agrégation des filements mycéliens et des
rameauxr qu'ils portent, de forme allongée, cylindrique ou rubonnée

de structure %trés polarisée, assurant la propagation du Champignon a
1'extérieur de 1'hdte ou entre le bois et 1l'écorce.

Ce mode de croissance,qualifié "d'épiphytique™ par GARRETT (1956},
permet de surmonter les obstacles dus & 1'organisation des tissus de la
plante ; il o été adopté par des espéces qui, bien gu'appartenant a des
groupes systématiques différents, ont évolué de la mdme maniére pour
s'adapter & des conditiong écologiques particuliéres. la croissance
"ipiphylique" ecarsctérise ninsi un groupe de parasites qui vivent dans le
sol uniquement en présence d'hdtes sensibles et gqui,; bien que possédant
seuvent une reproduction sexuée, assurent leur propuagation presquc unigue—

menht par voie végdtative au woyen dez rhizemorphes,



Nous citerons, pour &tre complet, un autre type d'organe assurant
la propagation par voie végétative j c'est le sclérote qui différe du
rhizomorphe par le fait que l'agrégation conduit & des organes de forme
sphérique, assurant la conservaticn de l'espéce. Ils peuvent étre comnstruits,
de méme que les structures agrégées décrites précéderment, selon les proces-—
sus symphogéne ou méristogéne (TCVNSEND et WILLETS, 1954).

Notre travail ayant perté sur une espéce édifiant des rhizomorphes,
nous ferons maintenant le point des connaissances acquises sur le mode de

formation de ces organes.

B - LA MORPHOGENESE DES RHIZOMORPHZS -~ MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIOUE,
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1 - Etude morphologique de 1'édification des rhizomorphes.

La morphologie des structures rhizomorphiques a été étudiée chez
d'assez nombreuses espéces. Malgré leur diversité, TOWNSEND (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 simplement
juxtaposés les uns aux autres dans des faiscecaux présentant une structure

homogéne ; c'est le type réalisé chez le Merulius lacrymans (Jacq.) Fr,

La structure peut devenir plus cowplexe par suite d'une répartition hétéro-

géne des hyphes au sein des faisceaux (type Collvhia platyphvlla (Fr.)

Quélet) ou de l'apparition, en certaines zones seulement de 1'agréget, de
différenciations portant sur le diamétre des filements et sur 1'épaisseur

des parois (type Psalliota bisporse Schaeff., et Moll.). Les deux modifica-

tions précédentes se manifestent simultanément. dens les rkizomorphes les
mieux organisés, qui apparaissent alors comme des structures complexes
formées de couches concentrigques présentant des caractéres anatomiques bien

. déterminés (type Armillariella mellea (Vahl.) Karst.).

GARRETT (1960) s'est attaché & classer les rhizomorphes en tenant
compte essentiellement des processuvs qui dirigent leur édification,

lLes rhizomorphes vrais, seion GARRETT, se forment & partir d'un orgore
apical semblable & un(méristéme ; ils ont été décrits chez 1'Armillariclla
pellea (BREFEID, 1877 ~ GUILLAUMIN, 1967 - MOTTA, 1967, 1969 a et b) et
chez le Sphaerostilbe repens B. et Br. (GUILLAUMIN, 1970 a et b, 1971).




Lo zone apicale a été bien étudiée du point de vue anatomique. Selon
GUILLAUMIN (loc. cit.) la structure filamenteuse reste apparente dans la
région méristémantique de 1'A. mellea, alors que, chez le S. repens, elle
est constituée de petites cellules isodiamétriques, se divisant dans les
trois directions de 1l'espacey, et ressemble tout & fait au méristéme des
végétaux supérieurs.

Aux rhizomorphes vrais, GARRETT oppose les cordons mycéliens ("strands"
qui sont édifiés progressivement par l'acquisition d'une structure de plus
en plus organisée. Les principales espéces étudiées du point de vue

morphologique sont le Boletus elegans Schum. (HOW, 1940), 1'Helicobasidium

purpureun: (Tul.) Pat. (VAIDER, 1958), le Merulius lecrymans (Jacq.) Fr.
(BUTLER, 1957 et 1958), le Paxillus panuoides Fr. (FINDLAY, 1932), le
Phymatotrichun omnivorum (Shear) Dugg. (ROGERS et WATKINS, 1938), le
Psallioto bispora Schaeffer (MATHEW, 1961) et le Psalliota campestris
Quélet (HEIN, 1930 - GARRETT, 1954).

les cordons mycéliens sont formés au sein d'un mycéliuvm fait de

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

met en jeu deux processus différents. Dans le premier (type Helicobasidium

sp.), des axes provenant de l'arriére s'accolent a des axes déja existants,
établissent entre eux des anastomoses et s'accrochent les uns aux auvtres
par des ramifications en crochet (VALDER, 1958). Dans le second type, un
axe cu un groupe d'axes déja agrégés donnent naissance & des rameaux qui
restent collés & ces axes et construisent autour d'eux vn manchon d'hyphes

de petit diamétre (type Merulius lacrymans, BUTLER, 1957 et 1958).

Les mécanismes gui conduisent & la formation des rhizomorphes vrais
et des cordons mycéliens correspondent respectivement aux processus méris-
togéne et symphogéne décrits au début de cette introduction. Dans le
premier cas, la structure agrégée définitive est trés rapidemeri acquise
- & partir d'une zone méristématique ; dans le second, le rasscmblewent des
filaments en faisceaux est séparé, dons le temps, des différenciations
cellulaires qui se manifcstent au sein de l'agrégat et conduisent & la

structure de 1'organe adulie.

Les espéces susceptibles de former des rhizowmorphes sont également
toutes capables d'édifier un thalle non agrégé. I1 convient donc d'exuminer

waintenant dansg quelles conditions appraraissent les structures agrégées ?

-



2 - les conditions d'apparition des rhizomorphes,

a ~ Les conditions externes.

~ TOWNSEND (1954) et GARRETT (1960) ont écrit que certaines espéces
différencient leurs rhizomorphes dans des milieux nutritifs gélosés

(Armillariella mellea, Phvmatotrichun omnivorum) alors que d'autres ne

peuvent le faire que si le croissance s'effectue d'un milieu nutritif a

un milieu non nutritif (Leptoporus lignosus, Merulius lacrymans), Nous

verrons que cette distinction n'est pas justifiée car il suffit parfois de
nodifier légérement la composition du substrat nutritif pour obtenir, en
culture sur milieu gélosé, des structures agrégées & partir d'especes
considérées comme appartenant au deuxigme groupe. Signalons toutefois que
le passage d'un substrat nutritif & un substrat non nutritif correspond
aux conditions naturelles de formation des rhizomorphes qui se propageniy
dans le sol a partir d'unc masse ligneuse exploitée par du mycélium non
agrégée,

la différenciation des structures rhizomorphiques est, comme tout
phénoméne biologique, influencée fortement par le milicu eavironnant. les
conditions de températurc, d'humidité, d'éclairement et de pHd du substrat
qui permettent l'agrégalion sont des caractéres spécifigues qu'il est
inutile de décrire en détail, En général, les rhizomorphes se forment
d'autant plus facilement que la température est voisine de la température
optimale de croissance du mycélium non agrégé, que l'humidité est plus
forte et que le pH est voisin de la neutralité ou légérement acide (inter
alia TOWNSEND, 1954 — MAC DONALD et CARTTER, 1961), La lumiire a tendance
& ralentir la croissance des rhizomorplies sans inhiber leur initiation
(TOWNSEND, 1954),

Pour les espéces susceptibles de différencier des siructures agrégées
dans des milieux gélosés, la formation des rhizomorphes est conditiomnée
par la composition du milieu nutritif, en particuliery; par les quantités
de carbone et d'azote disponibles, et par leur rapport relatif (GARRETT,

1953),

L'influence des conditions internes sur la différenciation des

rhizomorphes est encore mal cornue, Cependant, les résultats obtenus

-

jusqu'a maintenant tendent tous & prouver gue les structures agrégées ne
-
peuvent se former gu'apris 1'édification d'un thalle non agrégé et seu

,

quand celui-ci a atbeinl une mosse critique détermindes.



Cette dépendance vis~a-vis du mycélium non agrégé apparait directement
pour les espéces susceptibles de différencier des structures agrégées en
culture sur milicu gélosé. Ainsi, des études effectuées par SNIDER (1959)

sur le développement de 1'Armillariella mellea, il ressort que le premier

stade de la morphogenése est uniquement mycélien et se termine par 1'initia-
tion, loin en arriére des apex en croissance, des microsclérotes, organes
& 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 précises encore eont les conclusions de GUILLAUMIN (1970 b, 1971)

au sujet du Sphaerostilbe repens. Comme précédemment, 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
daifférenciation interne qui se traduit, pour les cellules qui 1'ont subic,
par un raccourcissement du délai nécessaire & l'apparition des premiéres
ébauches. GUILLAUMIN interpréte ces phénoménes en faisant intervenir un
événement qualitetif au sein du mycélium juvénile non agrégé, qui serait
sous la dépendance d'une substance & seuil, Cette hypothése, qui permet
d'expliquer l'ensemble des résultats expérimentaux,n'a pas encore regu de
preuve directe,

Lorsque les rhizomorphes sont formés & partir d'une base nutritive sur
un milieu non nutritif, leur différenciation n'est possible que si cette
base renferme une quantité’suffisante de réserves alimenisires. Jusqu'a
maintenant, on a toujours expliqué cetie action en faisant intervenir
uniquement la quantité de réserves nulritives présentes dans 1'inoculum.
De ce que nous avons dit précéderment, il ressort que, en plus de ce
facteur, pourraient agir la masse et 1'état du mycélium non agrégé gui
exploite la base nutritive et donne naissance aux rhizomorphes.

Dans le cas des rhizomorphes vrais (Armillariella mellea et

Sphoerostilbe repens), il existe une exception & la régle qui subordonne

L

1'agrégation 4 la présence d'une messe critique de mycélium libre. En
effet, la différenciation est si forte au niveau des zones méristématiques
que celles-ci peuvert poursuivre leur croissance sous forme agrégée mine

quand elles sont sdépardes du tholle-miére dont elles partent (CAMPDEIL, 1934



GUILLAUMIN, 1967). Remarquons cependant que le maintien de 1'état agrégé
reste 1lié aux dimensions du fragmeni repiqué ou séparé du thalle-mere, ce

qui laisse entrevoir, la encore, une action de masse.

3 ~ le déterminisme de la formation des rhizomorphes.

Jusqu'a meintenant, la question fondamentale qui se pose & propos de
la formation des rhizomorphes n'a pas ¢été résolue. On ne sait pas encore
quelles sont les wodifications intermes qui conduisent,&a un stade bien
précis du développcecment et dans des conditions de milieu détermindes, les
filaments & s'agréger en faisceaux alors qu'auparavant ils s'allongeaient
en restant apparemment indépendants les uns des autres.

Plusieurs auteurs ont pensé résoudre le probléme en modifiant la
composition des milieux de culture de maniére & mettre en évidence des
substances qui favorisent la différenciation des rhizomorphes.

WEINHOLD (1963, 1984) a montré que les rhizomorphes de 1'Armillariella

mellea ne se différencient pas dans un milieu synthétique contenant, en plus
des sels minéraux, un sucre, un acide aminé ou un sel d'emmonium et de la
thiamine. Ce résultat a é%é confirmé par PENTLAND (1968). L'initiation de
nombreux rhizomorphes peut éire obtenue en apportant an substrat des
substances naturelles (extrait de malt, extrait de levure, extraits aqueux
de végétaux ligneux) ou des substances pures telles que 1'éthanol

(WETNHOLD, loc. cit.), des acides gras (MOODY, GARRAWAY et WEINHOLD, 1968,
1970, 1972) ou des composés liés & la chaine de synthése du tryptophane
(GARRAVAY, 1969). Dans une série d'études effectuées de 1963 & 1968,

GARRAVAY et WEINHOLD ont abouti & la conclusion que ces différents facleurs

agissent vraisemblablement au niveau de la synthése lipidique.
MORQUER et ses collaborateurs (1969 a et b, 1972 a et b) ne sont pas

d'accord avec cette interprétation. Les souches du Clitocybe mellea (Vahls)

Ricken qu'ils ont utiliscées sont capables d'initier des rhizomorphes en
1'absence d'éthanol, Pour ces auteurs, le déterminisme biochimique de la
morphogenése des rhizomorphes serait 1ié essentiellement a la structure
stéréochimique de la source carbonée et a la nutrition azotée,

D'autres auteurs ont étudié¢ les relations entre la différenciation des
rhizomorphes et la présence dfoxygéne dans le milieu ambiant chez
1'A. mellea (Mme JACQUES-FELIY, 1968 - GRIFFIN, 1971) et chez le
Sphoerosiilbe repens (GUILLAUMIN, 1570 b, 1971). les rhizomorphes de ces




deux esp&ces ne peuvent apparaltre dans des milieux anoxiques mais ils ne
peuvent pas non plus poursuivre leur croissance dans un environnement riche
en oxygeénes., les rhizomorphes qui arrivent au contact de l'air, hors du
substrat nutritif, brunissent et s'arrétent de croitre chez 1'A. mellea, se
transforment en corémies chez le S. repens., SMITH et GRIFFIN (1971) ont
donné une explication de ces résultats apparerment contradicteoires. L'oxygénec
est effectivement nécessaire & 1l'initiation et & la croissance du rhizomor-
phe ; il est apporté aux cellules de l'apex par le canal médullaire. Si la
zone apicale est en contect & 1'extérieur avec un environnement riche en
oxygéne, un pigment brun, différent des mélanines, est formé sous 1l'action
de la p-diphényloxydase. Ce pigment s'accumule dans les ecspaces intercel-
lulaires et provoque 1l'arrét de la croissance.

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

Y

d'hypothese générale/gtaggterminisme de 1'agrégation. Il est vraisemblable
que les phénomdnes étudiés ne représentent qu'une partie des variations du
métabolisme qui aboutissent-a& la différenciation ou méme simplement

1taccompagnent,

La seule étude qui apporte un début d'explication au rassemblement des
filaments en faisceaux est celle de Mme WATKINSON (1971 a et b). Elle a

nontré, en effet, que la formation des cordonnets du HMerulius lacrymons esl

déterminés par l'excrétion de substances nutritives par les hyphes conduc-
trices, suvbstances qui jouent um rdle attractif vis—4-vis des rameanx
qu'elles émetient et leg incitent a rester étroitement accolés aux feisceaux

de filaments conducteurs dont ils partent,

4 - Conclusions,

‘

L'étude bibliographique que nous venons de préeenter montre que si
1'on conmnalt bien les mécanismes morphologiques qui conduisent & la formatior
des rhizomorphes, on connait trés peu de choses sur le déterminisme de
l'agrégation des filamenis. le probléme fondamentel consiste & expliguer
pourquoi les filaments, au lieu de s'écarter les uns des autres, restent
accolés et constituent des faisceaux; soit par coalescence d'axes veisins,
soit par coalescence entre un axe ou un groupe d'axes et les ramenux

auxquels ils donaent naissance.



Des structures agrégées autres que les rhizomorphes sont construites
selon le méme processus. les corémies sont des organes aériens dressés
porteurs de conidies issus de l'agrégation des filaments. Celles du genre

orda :
Doratomyces/(BRETON, 1971 a) se différencient & partir d'un seul filament

qui donne naissance & deux types de rameaux : les uns, acroscopiques par
rapport & la cellule-mére et ascendants s'orientent dans le sens de l'axe
dont ils partent ; les autres, basiscopiques et descendants, se dirigent a
1'opposé de l'axe., Ces rameaux restent accolés aux filaments dont ils
partent et sont & l'origine de la formation d'un organe cylindrique, aérien

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

Les études morphogénétiques de lo formation des rhizomorphes, bien que
peu nombreuses, mettent toutes en évidence des corrélations entre le
mycélium non agrégé et les rhizomorphes qui en sont issus. Des corrélations

du méme type existent aussi chez le Doratomyces sp. Im effet, des jeuncs

corériies isolées du thalie-mére sur leguel elles sont apparues, ne peuvent
poursuivie leur croissance que sSi elles restent en contact avec un fragment
de mycélium non différencié (BRETON, 1971 b).

Jusqu'a maintenant, 1!influence du mycélium non agrégé a presque
toujours été interprétée par des phénoménes d'ordre trophique. Chez le

Corticium rolfsii (Sacc.) Curzi, les compétitions alimentaires entre centres

de croissance ne suffisent pas & expliquer la morphogenésec des structures
agrégées. En cffet, GOUJON (1968 & 1970) puis GEIGER et GOUJON (1970) ont
rontré que la sclérogenése est déterminde par une substance morphogene qui
est transportée par le canel des fileaments et permet d'expliquer, avec les
corrélations trophiques, lt'e¢nsemble des phénoménes de développement du

L. rolfsii. Cet exemple montre gue des facteurs de type hormonal peuvent
intervenir dans le développement des stiructures agrégées chez les Champignons
et qu'il faut en tenir éventuellement compte dans l'interprétation des

résultats expérimentaux.

Les résultats que nous venoans de commenter et les prohlémes généraux
qutils soulévent nous ont incité a étudier lo formoation des rhizomorphes
chez les Champignons avec comne but principai le recherche du déterminisme

de ce phéncnméne.
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C - LE CHOIX DU MATERIEL DESTINE A L'ETUDE DE 1A TORMATION DES RITIZOMORPHES -
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g:;l&@@ggz_yg_m..,_‘roaomms LIGNOSUS (K1.) Heim ex Pot.

Entre les deux types de rhizomorphes décrits par GARRETT, nous avons
choisi de travailler sur un Champignon construisant des rhizomorphes selon
le processus symphogéne. Les connaissances sur le mécanisme de formation de
ces orgenes sont d'une part moins avancées que celles concernant 1'édifica-
tion des rhizomorphes vrais. D'autre part, l'agrégation des filaments est,
au moins chez certaines espéccs, séparée, dans le temps, des différencia-
tions qui conduisent & l'organisation complexe de 1l'organe agrégé adulte
le phénoméne d'agrégation doit donc, théoriquement, éire plus facile &

analysere

Notre choix s'est porté sur le leptoporus liecnosus (Kl.) Heim ex Pat.

qui est un Champignon Basidiomycéte Gymnocarpe de la fomille des Polypo-
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 & huile, etceeee) ; les dégits qu'il cause sont
particuliérenent recdoutables sur les jeunes plantations d'Hévéa et les
études agronomiques qui lui ont été consacrées portent surtout sur le
parasitisme vis-d-vis de cette plante.

Iors du défrichement de la forédt qui précéde la mise en place de la
plantation ou de 1'élimination des vieux Hévéas en cas de replantation, le
parasite,qui était déji présent sur les racines de certains arbres,peut
envahir de maniére saprophytique les masses ligneuses souvent importantes
qui restent a sao dispositién et sur lesquelles il exergait auparavant une
action pathogéne. Plus ou moins rapidement, des rhizomorphes vont se
différencier 4 partir des souches infectées et se propager, soit librement
dans le sol, soil le plus souvent & la surface des racines latérales 3
la longueur de ces structures agrégées peut atteindre plusieurs metres. Au
cours de cette extension, si les zones en croissance rencontrent fortuitement
les racines d'un hdte sensible, un jeune Hévée pur exemple, elles progressent
jusqu'au collet, puis sur le pivoit. Des filaments non agrégés issus des
rhizomorphes pénétrent dans les rocines latérales et dans le pivot j le

parasite c¢xploite d'abord les composés cellulosiques de 1'hdte, puis la
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lignine : la pourriture qui en résulte est brune dans le front d'attaque
puis blanche (d'olu le nom de pourridié blanc donné & cette maladie). Si
ltarbre meurt des suites de cette infection, les masses ligneuses qui restent
en place constituent un nouveau foyer d'ou partiront des rhizomorphes
susceptibles d'atteindre a leuf tour des arbres voisins.

Des carpophores en console apparaissent fréquemment sur les souches
restées en place aprés l'abattage. La fructification est constituée a la
partie supérieure d'une couche stérile formée par l'association d'hyphes
& parois épaisses en un pseudoparenchyme de couleur blanche, & la partie
inférieure, d'une couche fertile comportant des tubes verticaux de couleur
orangée dont l'intérieur.est tapissé par l'hyménium. Les basidiospores
formées & la suite de la méiose naissent par quatre au sonimel des basides ;
elles sont de petite taille (3 & 4 p de diamétre), incolores, & paroci non
ornementée. Elles sont libérées en grand nowbre surtout la nuit et au début
de la journée et sont capables de germer immédiatement, Conservées sur des
lames vaselinées, elles gardent leur faculté germinative pendant environ un
mois.

L'infection directe des tissus vivanlis par les basidiospores est
impossible (DE JONG, 1933 - ALTSON, 1953 -~ PICHELL, 1956). la propagetion
par basidicspores peut parfois étre importante (HUTCHINSCN, 1960) mais elle
a toujours lieu par création de nouveaux foyers qui ne deviennent dangercux
qu'apres 1'émission de rhizomorphes. Il semble donc que, dans les conditicns
naturelles, les rhizomorphes jouent le rdle essentiel dans la propagaticn
de la maladie, ce que confirment,d'ailleurs,les observations faites sur le
terrain (PICNIELL, 1956 ~ FASSI, 1964).

Les études agronomiques consacrées au parasitisme du L. ligncsus sont
trés nomhreuses. Mais on ne connalt pratiquenent pas les mécanismes d'édifi-
cation des thalles, en particulier, ceux qui aboutissent a la formation des
.rhizomorphes. Nous avons donc abordé ce probléme en espérant, d'une part,

fourrir des données sur la biologie du parasite susceptibles d'orienter les

"

méthodes de lutte, d'autre part, apporter une contribution plus générale
la connaissance des mécanismes de l'agrégation chez les Champignons.

Le présent mémoire est divisé en deux grendes parties. la premiére
consjstera en 1'étude de 1'édification des thalles depuis la basidiospore
jusqu'au rhizomorphe adulte. La coractérisation des étapes morphologiques

du développerient nous conduira & rechercher cosment les stades sucecessifs
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de la morphogenése se mettent en place dans le temps et dans l'espace et
nous aménera & caractériser, d'une part, les différenciations élémentaires
affectant les filaments, d'autre part, les mécanismes de régulation du
développ ement .

Dans la deuxiéme partie, nous étudierons le déterminisme des différen-~
ciations élémentaires conduisant & 1'édification des structures agrégées
(polarité et agrégation) et celui des corrélations assurant un développement
harmonieux et intégré des thalles. '

Des résultais partiels de notre étude ont déja été publiés sous forme
de courtes notes (BOISSON, 1968 a, b, ¢, d, 1972 - BAREYRE et BOISSON, 1969).

la grande variété des méthodes utilisées et leur mise au point progres-
sive en fonction des problémes & résoudre nous ont incité & décrire les
techniques au fur et & mesure de leur utilisation, plutdt qu'a les regrouper
"artificiellemenrt dans un chapitre matériel et techniques. Pour éviter une
recherche laborieuse des méthodes utilisées & qui voudrait reproduire une
expérience, nous avons, en fin de mémocire, ajouté une annexe permettant de

retrouver facilement dans le texle la description détaillée des technigues.



PREMIERE PARTIE

ETUDE MORPHOLCGIQUE DU DEVELCPPEMENT DES THALLES PU LEPTGPORUS LIGNGSUS

CHAPITRE I

IES FAITS MORPHGLOGICUES
DESCRIPTION DES DIFFERINTS STADES DU DEVELOPPEMINT DES TILALLES DU
LEPTOPORUS LIGNOSUS

Dans les conditions naturelles, il est possible d'observer le cycle
complet du parasite : germination de la basidiospore et envahissement d'un
substrat nutritif, propagation dans le sol et sur les racines par des
structures agrégées, pénétration d'hétes vivants par des filaments libres et
manifestation du pouvoir pathogéne, enfin, formation de carpophores et de
nouvelles basidiospores. le cycle met en jeu successivement des filaments
libres et des structures agrégées. Nous nous sommes intéressés a la construc-
tion des deux types de mycélium végétatif non agrégé et agrégé en laissant
de cOté tout ce qui a trait a la formation des carpophores ct des basidio-
spores. les conditions naturelles n'offrant pas de possibilité réelle d'expé-—
rimentation, toutes nos études ont été réalisdées in vitro & partir de culturc
foites dans des boltes de Pétri sur des milieux nutritifs sclidifiés par
de la gélose. Sauf mention spéciale, tous nos essais ont é1é effectuds a la
température cptimale pour la croissance; soit 29 a 30° & 1'obscurité, dans
des conditions d'humidité¢ proches de la saturation,

Le développement des thalles a ¢té observé en partant de le basidio-—
spore, qui, en tant que produit de la méiose, peut étre considérée ccmne le
point zéro de¢ la morphogénése. De nomhreuses souches issues d'une basidiospo-~
re unigue ont été utilisées ; elles oent été désignées par wn signe associant
une lettre et un nembre, la lettre caractérisant le carpoplore cu elles eout

été récoltées, le nombre correspondant aux basidiospcdres prélavées isoléuent
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les premitres étapes du développement des thalles nen agrégés du Leptoporus lignnsu:

A - germinaticn des bosidiosperes.

B et C ~ thalles de 45 heures momtrant la systéme d'axes el de remeaux qui
assurent l'envahicsement du substrat.

~ axe sinveux, rampant puis intramwotriciel, porteur d'hyphes er vrilles.

axes rompanis, rectilignes et porteurs d'hiyphes en vrilles,

~ apparition des filaments adriens & partir des filements intrameiriciecls ou

b
!

rampant 3. .

Voir dars le texte les c¢xplicatiors concernant les lettres minuscules,
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sur une néme fructification. les souches DI et H4 ont servi de support &

la plupart de nos recherches en raison de la netteté avec laquelle apparais—
sent les caractéres morphologiques permettant de repérer les différentes
phases du développement . -

Lo basidiospore posséde un seul neyau issu de la méiose 3 les phénoméne
de développement ont donc été étudiés a partir d'un matériel géndétiquement
pur. Nous avons vérifié que les résultats obtenus sont également valables
pour un isolat (le n® 3204 de notre collection) provenant d'un pivot d'Hévéa
malade, isolat qui s'est révélé trés pathogéne au cours de nombreux essais
d'inoculations expérimentales,

Lorsqu'on ensemence une hasidiospore sur un miliev malté ct gélosé a
2%, lec développement des cultures a toujours lieu sous forme rnon agrégde.

Nous ¢étudiercens donc en premier lieu la morphogénése des thalles censtruits

& partir de filaments libres.

A - lA MORP“CC“TESE DES THALLES NON AGREGES.

B S T e T e e e

La basidiospore germe en émettant ur ou deux filements qui, cn régle
générale, progressent & la surface du substret (pl. I,A). L'envahissement
du milieu met en jeu des é1ément s mycéliens superficiels et intramatriciels
dent la position par rapport au substrat r'est pas irrémédiablement fixée
certains filaments peuvent, en effet, progresser successivement en surface,
puis en profondeur, - S

lés ¢léments superficiels sont constitués pué'éhglques axes rumpants
& parcours trés sinueux (pl. ID,a) et par de nombreux axes rectilignes
(ple IC,c et TIE,e). Ces derniers portert deux types de ramcaux : les uns,
rectilignes, naissent en faisant avec l'axe un angle voisin de 45° (pl. IC,c’
et IE,e') ; les autres ont un parcours trés sinueux, paraissent enrovlés
sur eux ménes et font avec 1'axe un angle qui peul varier de 0 & 180°¢
(p1. IC,c" et IE,e%). '

les éléments intramotriciels assurent rapidemert 1'envahissement en
profondeur du substrat., Ils sont consvitués par uvn systéme d'axcs et de
rameaux & parcours rectilipgnes ;3 1'angle de ramification est tonjours assex

ouvert, voisin de 45° dans la plupart des cas (pl. IB,b’).
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PLANCID 11X

Aspect merpholegique des thalles non agrégés issus d'une hasidicspore

\ 3 - alles dans la phase £ isi e 35 m}tcultures duvelecuses

A et B - thalles dans la phase !/ ! vo n de 3 Yiculd ! lcuse s,
forme circulaire, marge en croissance diffuse. Cultures 4géez de
& jours.

AV - tha 0 momert d ganpe de 1i wee A & Ia ase B, le puss:
C et D -~ thalles av momerit du pessnage ce la ph A & la phose le yuss
3 L . , - /
penlt steflcctvey en certaing points seulement du tholle \C} on
simultandment sur toute la mirpe (1) Peunrguer lfuspect duvelew
du mycdlivm de Ia phese A, 1'aspoct rayonrond de celul da 1o phes
B. Cultnres {gdes de 10 Jours.
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Trois & cing jours aprés 1l'ensemencement de la basidiospore, des
rameaux aériens dressés commencent & apparaitre aussi bien & partir des
filaments intramatriciels que des éléments rampants (pl. IF),

A 1'igsue de cette période d'établissement du thalle dans le substrat,
la culture issue de la basidiospore est de forme circulaire. Les filamentls
irmergés s'allongeant, en regle générale, plus rapidement que les filaments
rampants, ils assurent bient6t & eux seuls la croissance du thalle et sont
settls visibles dans la marge. Ils apparaissent sous forme d'axes rectilignes
qui émergent parfois en surface sur de trés courts trajets (pl. IT A). Ils
donnent naissance a4 des rameaux eux mémes immergés et rectilignes, 1l'angle
de ramification étant voisin de 45°. lecin en arriére, & 2 ou 3 mm des apex,
ils différencient également des rameaux aériens dressés qui- donnent aux

thalles un aspect duveteux (pl. IIT A et B).

5 a 10 jours aprés lec mise en culture, la merge du thalle prend unec
forme irrégulidre ; elle est bientSt envahie par un mycélium d'aspect
rayonnant (pl. III C et D). Ces changements correspondent a l'apparition, en
plus des éléments précédents qui poursuivent leur croissance, de trés
nombreux filaments rampants qui naissent dans l'arriere front en certains
points sculement ou simultanément sur toute la marge (pl. III C et D). Ils
s'allongent plus rapidement que les filaments irmergés et cette propriété
leur permet d'envahir trés vite le pourtour du tholle tout entier.

Observés au microscope, ces nouveuux éléments mycéliens ecpparaissent
sous foime d'axes & parcours légerement sinueux. Ils sont peu vamifiés et les
rameaux rampants qu'ils portent naissent selon un angle aigu soavent ires
fermé (pl. Ii B). Loin en arriére des apex, ils détachent des rameaux
inmergés et des rameaux aériens dressés, .

L'examen des cultures juste avant la manifestation visible des change-
ments morphologiques montre que ces nouveaux constituants du thalle sont

édifiés & partir de ramcaux issus des ¢léments rampants ou intramatriciels
1, II C et D

. s . / 2 . - . .
de la premiére phase de croissancg, Cette caractdéristique est & 1'origine
de leur apparition en arriére de la marge des cultures.
ILe développement d'un thalle & partir d'une basidiospore du L.lirmosus
passe donc poar deux phases repérables par la nature des filuments gni

assurent l'extension radiale de la culture et qui prédominent au cours de
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Caractéres biométriques et vitesse de croissance radiale des filaments A et B des

TABLEAU I

H4 et 3204 sur milieu molté

souches D1,

D1 11 2204

A B A B A l B
diamdtre moyen cen p 2,6 £ 0,1 3,7 + 0,1 2,7 £ 0,1 3,5 £ 0,2 2,3 £ 6,1 i 3,9 £ 0,2
diamdtres extremes en p 1,84 40 2,6 & 5,5 2,24 3,3 2,7 4 4,4 2,044 2,5 , 2,7 a 4,4
distonce moyenne entre le ler rameau 495 + 46 | 512 % 12 300 + 26 452 £ 64. | 617 % 66 961 + 32
et l'apex en p
distances extremes entre le ler rameau | o755 g93 | 340 & 700 | 216 & 470 226 & 714 | 320 & 1230 | 440 3 1560
et llapex en p
distance moyenne emtre le ler et le 170 £ 70 | 723 & 86 | 419 27 732 £ 39 | 634 % 48 | 12256 & 92
<Ccime rameau en u .

is L romo £ ‘

distances extréucs emtre le ler ct le 282 & 620 | 440 & 1040 | 310 & 545 | 564 2 902 | 310 & 990 | S00 & 1900
<1¢ rameau cn i
croissance radiale en mm/24 h 5,3 10,7 3, 10,7 6,7 13,
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chacune de ces deux étapes (fig. 1). Durant la premiére, appelée phase A,

ce sont des filaments intramatriciels, les filaments A, qui sont responsahles

de 1'accroissement de diamétre des cultures. Les filaments superficiels,

appelés filaments B, & €&longation plus rapide, assurent la croissance radiale

des thalles au cours de la phase B.

Nous avons recherché par des observations plus précises quelles sont
les différences morphologiques et physiologiques qui existent entre ces deux
types mycélicns.

Les mesures du diamétre des filaments et de la distance entre les
rameaux ont 6té effectuées sur des filaments A et B pour les souches DI, H4
et 3204, L'examen du tableau I montre que le diamétre des filaments A est
plus petit que celui des filaments B, de 30% environ en ce qui concernc la
valeur moyenne. Sur les filaments B, la romification démarre plus loin de
1'apex que sur les filaments A. lMais une différence encore plus nette ressort
de la comparaison entre la distance moyenne qui sépafe les deux preniers
rameaux : elle est breSque le double pour les filaments B de la souche 3204,
supérieure de la moitié pour ccux des souches DI et H4, Il faul remarquer
cependant que les variations individuelles de toutes ces mesures sont treés
importantes et que les différences ne sont valables qu'au niveau des
noyeuncs. Par exemple, la distance moyenne entre les deux premiers rameaux
esty, en ce qui concerne la souche D1, de 470 p pour les filaments A et de
723 p pour les filaments B. Les mesures extrémes sont,respectivement, 282 et
620, 440 et 1040 pour les mémes éléments. Ceci montre que les caractéres
biométriques ne sont pas suffisants pour permettre 1l'identification d'un
filement au type A ou B, d'autant plus qu'ils peuvent varier en fenction des
conditions de culture. En définitive, il n'y a pas de différence d'ordre
qualitatif bien tranchée entre les éléments mycéliens caractéristiques des
deux phases du développement mais leur rcpérage reste tout de méme facile
sur un milieu gélosé, ne serait-ce que par leur position par rapport au
substrat.

Les filaments A et B s'allongent & des vitesses différentes. Cette
caractéristique a ¢été étudiée & partir d'une série de thalles d'origine
monosporée, les basidiospores étent prélevédes sur un méme carpophocre. Les
examens sont fails tous les jours sur deux diametres perpendiculaires tracés
préalablement sur le fond de la botte de Pétri ; ils consistent & repérer

la position de 1'apex et la nature des filaments en croissance sur chacuvn
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des quatre rayons choisis, Ces mesures permettent de tracer la courbe de
croissance radiale moyennc des diverses souches en fonction du temps. Dans
quelques cas, ces courbes présentent deux phases de croissance lindaire
successives correspondant respectivement aux phases A et B (fige. 2 : courbe
de la souche 028), la plupart du temps, la séparation entre les deux stades
est beaucoup moins nette (fig. 2 : courbes des souches 018 et 030 construites
en coordonnées lindaires), en partie parce que le passage & la phase B 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 mémes courbes en coordonnées semi-logarithmique
(fig. 2) elles mettent en évidence deux phases de croissance-exponentielle
troduites par deux droites de pentesdifférentes, le changement de pente se
produisant au cours de la phase A, Cette derniére curactériéfique est
1tindice d'une modification de fonctionnement du filament A gui se manifeste,
avant le passage ala phase B, par une accélération de la cf@issance.
Autrement dit, il existé, au sein du mycélium de type A, une période de
différentiation physiologique qui précéde la différenciation morphologique.
Dans des‘conditions que nous préciserons plus loin, et:qui permettent
de maintenir indéfiniment un thalle dans la phase A ou dans la phase B, il
a été possible de mesurer la V1tesse dtélongation des deux types de filaments
pour les isolats qui ont été ut1llses dans la suite de ce travail, Ces
mesures, portdées dans le tableau I montrent que les filaments B s'allongent

deux fois plus rapidement que les filaments A.

B - L'EDIFICATION DES STRUCTURES AGREGEES - MORPHOLOGIE ET ANATOMIE DES

e A L e e St Y ) ========':.=====::====

Lorsque les cultures sont réalisées dans les conditions précédentes
sur du milieu & l'extrait de malt, le développement peut se poursuivre
indéfiniment & partir de filaments libres dans la phase B, Dans certaines
conditions que nous décrirons maintenant, il a été possible d'obtenir jin vitr
une morphogénése semblable & celle observéec au cours du cycle naturel du

parasite.

P

1 - Technique de culture in vitro du myedélium corésd,

Nous avons dans un premicr temps utilisé des teclmiques qui se
o
repprochent beauconp des conditions notlurelies.



Des blichettes de bois d'Hévéa, stériles, de 8 cm3 de volume environ,
sont ensemencées avec du mycélium du L. lignosus. Lorsque les filaments ont
envahi la totalité du substrat, au boult d'une quinzaine de jours, les
blichettes portant le Champignon sont déposées sur du sable que l'on arrose
réguliércment pour le maintenir constamment humide. Ces expériences ont été
faites en boftes de Pétri de 18 ou 20 cm de diamétre (1 biichette ensemencée)
ou dans des grandes boites de 1 m de long sur 0,20 m de large, les biichettes
au nombre de'10, étant ensemencées 4 l'une des extrémités., Cette derniére
technique permet d'obtenir des rhizomorphes dont la structure est tout a
fait semblable & celle des mémes organes récoltés dans la nature.

Cependant, on ne connait pas de maniére précise les constituants
chimiques du substrat. Nous avons donc remplacé la hlichette d'Hévéa par
des disques de milieu nutritif de 35 mm de diamétre, envahis par. le parasite.
La présence de sable n'étant pas faverable & 1'observation morpholegique
des thalles en croissance, ces disques ont simplement été déposCs sur le
fond d'unc boite de Pétri ne contenant avcun substrat. Si 1'humidité est
maintenue constarment saturante, le mycélium agrégé peut se développer &
partir du disque de milicu sur le verre au fond de la boite mais la morpho-

P

génése ne se poursuil pas jusqu'a scen terme ultime, le rhizomorphe.

Ces techniques, preches des conditions naturelles, offrert cependant
des possibilités expérimentales limitées. Nous avens donc essayé de reprodui-
re le cycle complet du parasite en culture sur milieu gélosé, ce qui, a
notre connaissance, n'a jamais été réalisé jusqu'a maintenant.,

Dcpuis RIGGENBACIH (1957, 1960), on sait que le L. lignosvs ne peut
croitre sur un milicu synthétique que s'il contient une source d'azote
organigque et de la thiamire. Ce résultat a été vérifié pour les souches
isolées en Cite d'Ivoire (BOISSCN, 1965). Ie miliev synthétique utilisé pour

la culturc du mycélium nop agrégé a la composition suivante :

NC3Na 2 ¢
PC4l2K 0,8 g
PO4HK2 0,2 g
S04z, TH20 0,5 ¢
ClK 0,0 ¢
S04Fe, 71126 0,01 g
Glucose 20 ¢
Asperagine 1g
Thiumice 0,5 oy
Gilose 26 ¢
Lau gsp 1000 ml

Ltapport, dans les proporticns indiguces de phesphites de potassium scus
forme monopotassique et bipotassique permet d'aveir un pll initial teoujeurs

- - e A -5“
veisin de 6,0, Ia morphogénise des thalles se déroule de la mtme wanicie gue

sur le miliecu & 1l'extrait de malt,



Les thalles pcuvent se développer sous forme agrégée dans le substrat

précédent & condition d'abaisser son pll jusqu'a la valeur 4,0 ou de lui

ajouter du nitrate d'ammonium. Si ces deux modifications sont apportées en

~ " » Pe . - - .
meme temps, des structures agrégées jeunes typiques apparaissent en petit

nombre. L'apport d'asparagine & des doses allant de 1 & 5 g/l permet

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

cas,

la différenciation a pu atteindre le stade rhizomorphe.

En définitive, nous disposons de trois milieux synthétiques (}S1, 2S2

et MS{})’dont les formules sont les suivantes @

3S1 - NC3Na 2 g
S04}y, THZO 0,5 g
'C1K 0,5 ¢
S04Fe, 7H20 0,01 g
NCONI4 2 g
Glucose 20 g
Thianire 0,5 ng
Gélose 20 ¢
Eau gsp 1000 ml

Avant de répartir en beites de Pétri, on ajoute, a 60° 40 ml/1 du mélange
PO4I3 — PCANSNa Cy 1M de pNl 2,0, ce qui donne un pll final de 4,0. On peut

faire varier ce pll de 395 a 4,5 en ajoutant des gquantités de mélange
phosphate variant de 60 & 30 ml/l respectiverient. On peut également apporterx

de 1'asparagine aux doses de 1 ou 2 g/l pour obtenir un développement plus

impertant de mycélium agrégé.

MSE& — Ce substrat a la méme composition que le précédent mais ne

contient pas de nitrate d'ammonium, I1 faut obligatoirement lui apporter de

ltasparagire.

V33 ~ Ce milieu n'est pas acidifié et a un pH voisin de 6,0 ;

composition suivante :

il a la

NC3Na 2 g
PO4HKE 6,8 ¢
Po4nax 0,2 g
S04, TH2C 0,5 ¢
C1K 0,5 g
SC4l'e, 71120 c,Ct g
NOJ3NH4 2g
Glucos 20 ¢
Thianmire 0y 5 mg
Gélese 20 ¢
Eau gsp 1000 ml

Sur ccs milieux qui permettent 1'cblention in vitre de structures

agrégées, on constote que les filaments libres ont une croissance trés

faible, Cette

action est d'autant plus nette que le milieu gui permet le

développenent du myeélium egrégé centient plus de NOSHIM ou est plus acide

et gque la guantité de filaments repicuds est plus faible @
q 1 Pq
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elle peut aller jusqu'a 1'inhibition totale de la croissance. En conséquence
il est presque toujours nécessaire d'ensemencer les milieux gélosés autori-
sant l'agrépgaticn avec des boulures de grande taille qui, nous le verrons
plus loin, régénérent directement des filaments B ; nous avons utilisé

fréquemment des thalles entiers de la phase B.

- Différenls types de filaments pveserts dons les cultureg faites sur un

milicu permettant l'agrcgwt1on.
é

Lorsqu'un thalle de la phase B est transféré, sans léser la marge en

croissance, sur un milieu MS1 de pHé4,0, contenant 1 g/l dtasparagine, les
filaments B s'arrétent irés vite de%croitre. I1 arrive fréquemment que les
apex éclatent et laissent échapper une petite sphére de protoplasme &
1textrémité des hyphes.

Des massifs de mycélium merlen dresse constltue d'hy&hes trés ramifices
gont édifidés dans la zone apicale ou subuplcale du thal]e don agrégé. les
structures agrégées sont initidées & partir de ces mass1fs ;s elles apparais—
sent sous forme de -faisceaux de filaments rampents étroitement serrés les
uns contre les autres, peu ramifiés et dont les rameaux restent presque
toujours accolés & 1'axe (pl. IV B). Les hyphes agrégées stallongent & une
vitesse moyesnne de 4,2 mm par jour pour la souche H4,

Ltipitiation des structures agrégées n'a pas lieu uniformdment, sur
toute la marge de la culture. A c8té des faisceaux de filaments agrdépés, des
éléments mycéliens libres peuvent se développer, lorsqu'il, sont intramotri-

ciels, ils s'allongent trés lentemert (Cy,5 mu par jour pour H4) et sc
ramifient intensément en prenant un aspect de "balal de soﬂF1ere" (p1. IV A).
lorsqutils sont superficielsy ils cr01ssent p;us rapldement (1,8 mm par jour
pour H4), se ramifient moins fréquemment, selon un angle de remification
toujours asses ouvert, voisin de 30 & 45° (pl. IV C). Ces dernicrs filaments
peuvent, aprés un certain parcours en surface, plenger dans le milicu et
prendre progressivement lt'aspect des filaments intrametriciels libres

(p1. IV D et E) ou, aprés régénérotion de mvcélium adérien dressé, &lre a
ltorigine de nouveaux faisceaux, les hyphes sunerfici2lles non agrégles
doivent donc étre considérées comme un stode transitoire. Comme, par
ailleurs, 1'allongement ces filaments intramatriciels cesse tris vile, il
devient évident que seuls les filaments agrégés sont susceptibles de croitre

indéfiniment sur les milieux ountorisant 1'apgrégation,
-
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En définitive, les filaments agrégés différent des filaments libres
par leur vitesse de croissance et par des caractéres morphologiques dont le

plus censtant est la ramification selon un angle nul,

les structurcs agrégées du L. lignosus sont initiées & partir des
faiscecux de filaments que nous venons de décrire j leur développement se
déroule en trois stades, la palmette, le cordonnet et le rhizomorphe, que

nous déecrirons maintenant.

3 -~ Crpanisation des structures agrégées,

les organcs agrégés du L. lignosus sont édifiés en deux temps. Un
premier systéme d'hyphes agrégées est mis en place par la pdlmette, structure
quiy & elle seule, est responsable de la croissance en longueur des organcs
agrégés. La néoformation de filaments autour des faisceaux, support de lo
croissance en épaisseur, et l'intervention de différenciation au niveau de
quelques filaments seulement, assurent le possage aux stades cordonnet et

rhizomorphe. Ces derniéres transformations se produisent toujcurs lein en

arricére de la zconc apicale des palmettes et n'affectent jamais l'ensembic des
faisceaux mis en place par les palmettes. Dars les condivions naturelles,

les hyphes qui ne participent pas & 1'édification des structures agrégées
sort trés rapidement lysées et seuls restent visibles des organes cylindri-
gues ouw plus ou moins aplatis, de couleur blanche puis brun-crangé, qui seri
les rhizoncrphes. i

¥ ¥l
i

a - la pelmette. !
i b bl }
Ic terme de pclmette o été donné, par les agronomes habitués &
observer le L. licnosus dans la nature, aux structures agrégées préscntes
& la surface des racines, dons la zone d'extension du parasite, parce gu'elle:
apparaissent sous forme de Taisceaux de filaments presque toujours
étalés en éventail dens la marge en croissance.
Les conditions varides utilisédes pour ia culture du mycéliwa agrégé ont
montré aue la croissance peut, en réalitd, étre assurde par des formations
d'aspects trés divers. Nous avons observé voules les variations possibles

depuis la plaque mycélienne constitude de feiscesux trés nombicux, juxtapesc

v

-~ I X

les uns onx auires, présentant wa frount de croissance homogene ov assnieis

. - . . 1 y . . - e e o ) . . »"
1l envahissement rézultier du subsirat (pr. Vv A), Juagntaux orcancs hiep Iscle

les uns des autres, allonzds, en Torme de ruban, qui J'assuren’ qutul



TABLEAU T1I

Caractéristigues biométriques des filaments agrégés au cours des différents

stades de développément des rhizomorphes (m?ygnnc de 100 mesures)

Noture des filaments Diamétre ~ongueur
, noyen moyenne des
et lieu de prélévement : en articles
‘ en u
Filaments du front de croissance 2,4 + 0,1 238 + 14
Palmetie - - o
Filaments de la base de la palmette 3,7+ 0,1 45 £ 2
Filaments du éentre du cordonnet . 4,9 + 0,1 87+ 3
Cordonnet - -
Filaments de la pdériphérie R 2,8+ 0,1 84+ 6
— , —
- Tiloments de gros diamétre dans S ‘
la zone médullaire S 320 1,1 (1)
hi zomorphe ——
. Filaments dg‘pet1t diamctre dans 2,9+ 0,1 75+ 5
la zone corticale

(1) Ces mesures n'ont pas pu &tre effectues car les articles sonh trés longs
et il est difficile d'observer un article entier sur les coupes
transversales. En revanche, on peut suivre ces filaments sur 40C & 500 p

- sans Lrouver de cloison.



fléche
envahissement trés inégal du substrat (pl. V'Iy).Dans la majorité des cas,

c'est une forme intermédiaire qui assure la croissance ; elle est représentée
per des organes rubannes, plus ou moins r&m1f1es, étalés ou non en éventail
dans la zone apicale (pl V Cet D).

Par extension, ces diverses formations ont regu le nom de palmette
puisqu'elles sont toutes construites par des filaments agrégés présentant
les caractéristiques décrites précédemment, La palmette doit alors étre
définie comme un organe constitué d'un ou de plusieurs faisceaux édifiés a
la suite du rassembleﬁént de filaments tous semblables, portant un petit
nombre de rameaux gui restent accolés & l'axe dont ils partent.

Au fur et & mesure que les cellules de la palmette vieillissent, elles
subissent des transformatlons morphologiques. les filaments observés a la
base des palmettes sont plus gros et & articles plus courts que ceux présents
dans la margé en croissance (tabl, IT) ; ils renferment un cytoplasnme
disperéé‘et granuleux alors que les cellules de la zone apicale conticnnent
un cytoplasme dense et homogéne, se colorant trés fortement auv bleu ceton.
Nous avons recherché la présence d'anastomoses entre les filaments agrégés
de la palmette. Nous n'en avons jamais observées dons la marge en croissance
en arriére, nous en avons quelquefois repérées sur des couvpes longitudinales
(Pl. VE) mais elles sont trés rares.

Dans certaines cordltlons, les palmette» perdent leur structure agrégce
Les filaments des faisceaux contlnuent & croitre en s'écartant les uns des
autres, La nature non agrégée du mycélium ainsi régénéré est facile &
déterminer en se basanl sur la croissance plus faible et sur les caractéris~

tiques différentes de la roamification des filaments libres.

b - Le cordnnnet.

les cordonnets apparaissent en arriere du front de creoiesance des
palmettes, Ce sont des organes de coculeur blanc laiteux, cylindriques a
rubannés, dont la largeur peut étre supérieure & 1 mm. Ce stade morphologique
est caractérisé par la néoformation,auntour des faisceaux d'hyphes de gros
diamétre ¢difiés par la palmette, d'un grand nombre de filaments étroitement
serrés les uns contre les autres, de petit diamctre, & articles longs et &
paroizs Tortement épuissies. leurs mensurctions figurent au tableau II, Cn
peut leur attribuer un réle dans la rigidité et la protection des filomen

du centre vis-&~vis des agents externes,
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¢ - Le rhizouorphe.

le¢ rhizomorphe est édifié & partir du cordonnet. Il se présente
sous forme d'une organe cylindrique, ou plus ou moins aplati en ruban, dont
la largeur peut atteindre 4 a 5 mm ; d'abord blanc, il se teinte légcrement
de brua lorsqu'il est dgé. Son étude anatomique permet de distinguer trois
couches différentes repérables par le diamétre, l'oricentation et la densité
des filaments (pl. VI A et B).

La zone centrale, appelée médulla, comprend trois types de filaments
orientés en général dans le sens axial (pl. VI A, B et D) : des filaments
de trés gros diamétre (jusqu'a 18 microns pour la souche 3204), & parois
fpaisses pouvant atteindre 2 microns (tabl, 11) ;s des hyphes de petit
diamdtre, & parois épaisses (tabl. II) ; un petit nombre de filaments de
diawmetre intermdédiaire entre les précédents, & parois minces. les filaments
de gros diamdtre sont trés peu cloisonnds et les cloisons sont inmparfaites
et presque toujours percées d'une large perforation au centre {pl. VI Z) ;
la structure anatomique de ces éléments les rend particuliércient aptes aun
transport le long du rhizomorphe. Dans la zone moyenne (ple. VI C), les zros
filaments & parois épaisses sont absents j les deux autres types d'hyphes
existent mais leur croissance peut étre orientée radialement ; tous ces
filaments constituent une association assez liche. Ia zone corticale a la
méne constitution que la couche moyemne mais avec unc structure beaucoup

plus serrée.

La différenciation des structures agrégées du L. lirnosus marquée par
la succession des étapes palmette, cordonnet et rhizomorphe correspond cn

définitive & un accroissement du nombre des filaments participant a la

-

formation de chaque organe et & un degré d'organisation supériecur. la

palmette a une structure homogene et est constituée d'un seul type de

filament. Le cordonnet comprend deux couches formées par deux types différents

de filaments. Le rhizomorphe est nstitué de trois couches distinctes

3

co
repérables par la disposition et la proportien relative des trecis types de

filaments qui participent & leur édification,

SSULE ET DISCUSSICH,

Lfétude morphelogique des thalles du L. lignosus gue nous venens de

-
\

réaliser a permis de déerire les (tapes successives cu ddveloppemesit

-

margunées par les phases A et D pour le mycélium nen agrégé, par les stedes
palmettes, cerdounct el rhizomorphe pour le mycélium agrégé. Dans les
cenditions expérimentales utilisées jusqu'a maintenant, les structures
agrégées ont été obterues & partir du mycélium de la phase B. Compte tenu

de cette restriction dont nous reparlerens dans la suite de ce mémoire, neus
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pouvons schématiser lo morphogenése des thalles (fig. 3), de la basidiospore

au rhizomorphe, en figurant les différents types filamenteux qui apparais—

sent successivement et caractérisent les principaux stades du développement .
Le premier opparcil végcétatif construit & partir de la basidiospore

est constitué en majorité de filaments intramatriciels (filaments A) qui

assurent l'extension radiale de la culture el dont la ramification donne
naissance en orridre de la marge au systiéme adrien dressé. Puis, il apparait

un nouveau type de filaments(filaments B) qui, du fait de lecur élongation

plus rapide, envehissent bientdt la marge et assurent alors & cux seuls
l'extension radiale du thalle. Leur ramification donne naissance en arriére
au mycélium aérien dressé et au mycélium intramatriciel.

Placés dans des conditions qui permettent l'agrégation, les filaments B
peuvent conduire a trois types de filaments : aprées formation d'un massif
de mycélium aérien dressé, aux filaments agrégés 3 & des filaments superfi-
ciels isolés ; & des filaments intramatriciels libres. Les ¢éléments superfi-
ciels libres n'ont qu'une existence transitoire : ils éveoluent toujours plus
ou moins rapidement vers les types intramatriciels ou agrégés. Les filaments
imiergés peuvent parfois ¢évoluer vers le type superfliciel nen agrégé puis
vers le type agrégé 3 le plus couramaent, ils cessent de croitre. Une feois
l'agrégation enclenchée, sceuls les éléments agrégés sont capables de croitre
et de se perpdétuer indéfiniment.-

Les structures agrégées se construisent selon un ordre rigoureux dans
le sens d'une complexité croissante. la palmette, premier organe agrégé
apparu, assure seule la croissance en longueur. les différenciations
ultérieures qui se traduisent par-la formation des cordonnets et des rhizo-
morphes,'orgdﬁes cylindriques ou ‘rubannés cepables de croitre en épaisseur,

»,

ont lieu & 1l'intéricur du mycélium agrégé construit par la palmette.

La morphogénise des Basidiomycétes a ét¢ souvent décrite et les
différents auteurs (résumé des travaux par GAﬁY&NN, 1928 ; BUTLER, 19356 et
TABER, 1966) recennaissent trois types de mycélium. Le mycéliwa “primaire"
édifié a partir de la basidiospore assure 1l'envahissement du milieu, grice,
en particulier, & un angle de ramification treés ouvert et & une dominance
. pratiguenenc nulle des axes sur leurs rameaux. Alors que, typiqucment, il
correspond & la phase monoccaryotique, le mycélium "secondaire" est dicaryo-
tique ¢t possdde des anzes d'anastomese j la préséance des axes sur les
ramecoux est souvent irds marguée. Enfin, le mycélinm tertiaire, constitud

de filoments souvent trds dif{érencils, est responsable de 1'édification
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des carpophores ou d'organes végétatifs massifs tels que sclérotes ou rhizo-
morphes. la distinction entre ces trois types mycéliens, les deux premiers
en particulier, n'est pas toujours facile ; GAﬁHANN (1928) signale que dans
beaucoup d'espéces, il n'existe pas de différence fondamentale dans la
norphologie des ﬁycéliums primaire et secondaire.

La morphogénise des thalles du L, limnosus peut &ire replacée facilemen
dans ce cadre général du développement des Basidiomycétes et il est tentant
de faire correspondre la phasc A au mycélium primaire, la phase B au mycéliun
secondaire, et la phase agrégdée au mycélium tertiaire. Cette relation est
appuyée par des correspondances entre certains caractéres morphologiques ou
physiologiques : le systéme de ramification et les préséances axes—-rarmcaux
semblent identiques chez mycélium primaire et filaments A, mycélium sccondair
et filaments B. TABZR (1966) considére que le mycélium primaire est en
contact direct avec le substrat ou il puise sa nourriture alers que le
mycélium secondaire se nourrit par 1'intermédiaire du précédient et n'est pas
en contact direct avec le substrat § ceci est, au moins en partie, réalisd
dans les mycéliums de type A et B, GAULANN (1928) signale gu’il existe
parfois des différences physiologiques telles que le mycéliuvm primaire reste
rarpant ou intramatriciel alors que le mycélium secondaire se développe au
contact de l'air, au dessus du premier ; c'est 1li également un caractére qui
s'applique partiellement aux types mycéliens A et B.

I1 est cependant difficile d'aller au-deld de cette comparaison,
L'étude cytologique a montré que la basidiospore est uninucléée. On peul
trouver trés rapidement dans le filament germinatif des articles contenant
devx noyaux qui sont toujours séparés par une distance cowrte et constante
(autour de 8 microns) ; dans les culiures plus dzées, les articles sont en
général binucléés mais n'ont parfois gu'un senl ou trois noyaux (BCOISSON,
1965). Des résultats antérieurs semblent indiquer, per ailleurs, que le
L. lignosus est hemothellique (BCISSCH, loc, 233;)} I1 est par suite tentant
de considérer les paires de noyaux chservés dans les filamenis comme dcs
dicaryons. Aucun autre critére, l'azheence d'anses d'anastomoses en parti--
culier, ne permet d'en étre certain., Remarquors cependant que si les hypo-
théses précédentes cerrespondent a la réalité, celoe signifie quc la dicaryo—
tisation se fait triés tot, parfois dés les premiers stades de germination
de la basidiospore. Il est denc peu vriaisemblable qu'il y ait correspendence
entre les phases A et morccarystique dfune parlt, les phases B et dicaryoti-

gue d'autre part. -

GARRET (1944) puis TCWNSEND (1954) rangeaient les "cordons mycéliens™
du L. lignosus dans le groupe des organes agrégés & structure homogéne.
L'appertenance de la palmette & cetle catégnrie est évidente. Mnis, le

rhizomorphe & une structure cemplexe, teut & fait identique & celle dccerile
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& propos du Merulius lacrymans (FALCK, 1909) et du Psalliota campestris

(HEIN, 1930). Il appartient donc an groupe doni 1l'organisation est la plus
évoluée, décrit par TOWNISIND (lgg. Siﬁ')'

La morphogénése des organes agrégés du L. lipnosus permet de les ranger
dans la catdégoric des cordons mycéliens eu strands (GARRET, 196C), caractdé—
risés par leur formation en deux ¢tapes, la premiére assurant la croissance
en longueur des rhizomorphes, la seconde leur croissance en dpaisscur. I
reste une inconnue en ce qui concerne l'initiation des palmettes. LElle 2
lieu au sein de massifs trés denses de mycélium aérien dressé, ce qui rend
guasi impossible les obscrvations morphologiques. Par suite, nous ne savons
pas si les faisccaux de filaments agrégés sont édifiés par le rassemblement
d'un grand nombre d'axes nés indépendarment les uns des autres, ou par un
axe ou un petit nombre d'axes et leurs rameaux.

Les structures agrégdes n'assurent, en général, qu'un envahissement
trés inégal du substrat. L'orientation trés stricte de la croissance, qui est
& l'origine de ce phénomdne, est due, non sculement au rassemblement des
filaments en faisceaux, mais, ¢galement, au caractére de la ramification des
filaments agrégés : les rameaux restent accolds aux axes. Cette particularitd
n'est pas propre au L. liocnosus wais concerne, en réalité, toutes les
structures agrégées du type rhizomorphe ou corémie. Son cheix en tant que
critére de l'agrégation pour les espéces édifiant des orgenes de ce type
nous parait donc tout & fait légitime, En retour, cela signifie que recher-
cher les mécanismes de l'agrégation revient, en partie, a rechercher le

déterminisme de ce caractére.

A la suite de 1'étude morphelogique que nous venons d'effectuer, nous
aborderons le probléme de la mise en place, dans le temps et dans l'espace,
des différenciations élémentaires responsables de l'apparition successive

-des diverses phases morphelogiques. L'étude expérimentale de la fcrmetion
des structures agrégées a été limitée au stade palmette. L'agrégatiocn se
manifeste alors par un groupement en faisceaux des filaments, acccupagné de
modilications morphelogiques simples portant sur la croissance et la ramiii-
cation j elle ne met en jeu qu'un seul type ¢d'hyphes alors que plus tard
apparaissenlt de nouveaux types de filements et des différenciations plus
nombreuses au niveau ccllulaire. C'est dene au stade palmetie gue Magripga—

tion parait la plus accessible & I'expérimentation,



CHAPITRE 11X

LA MISE EN PLACE DANS LE TIEMPS ET DANS L'ESFACE
DES ETAPES SUCCESSIVES DU DEVELOPPEMENT

Aprés la description des faits morphologiques qui marquent le dévelop—
pement des thalles du L. lignosus, il est nécessaire de déterminer comment
et dans guelles conditions les différents stades se succédent les uns aux
autres, Cette étude devrait conduire & une connaissance plus précise des
phénomeénes de différenciation intervenant successivement au cecurs du
développement. Elle a été divisée en trois parties 3

A - le passage de la phase A a la phase B.

B - Liinitiation des structures agrégées.

C —~ Le développement des structures agrégées,
A - LE PASSAGE DE 1A PHASE AA LA PHASE B.

Des observations effectuées jusqu'a maintenant, il ressort que la
succession des deux phases A et B s'effectue toujours dans le méme sens, que
la premiére phase n'est jamais omise et qu'elle a toujours unc durée finie.
Est-ce que ces caractéristiques du développement restent valables quelles
que soient les souches utilisées et les conditions de culture ? Autrement
dit, des facteurs d'ordre interne ou externe sont-ils susceptibles de les

modifier ?

1 = Influence des conditions internes ct externes sur l'apparition des

filaments B.

a ~ les conditions internes.

- e em em am wm twm e mm me =

L'examen Jdu développement de nombreux thalles issus chireun d'une
basidiospore unique montre que, dans la majorité des cas, la morphogdiise se
déroule toujours de la méme maniére et gufelle est conforme aux faits
précéderment déerits, L'aspoet des eultures pout varier en foaction do

F
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1'abondance du mycélium aérien ou de la densité des filaments dans la marge
en croissance mais la succession des étapes du développement reste fondamen-
talement la méme : le premier appareil végétatif formé est toujours de

type A ; 1'apparition des filoments B ne se fait qu'aprés un délai apparem-
ment variable selon les souches. Autrement dit, la durée de la premiére phase
de croissance est dépendante des facteurs génétiques ; elle peut étre 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 étre issus de
basidiospores récoltées dans la nature. Ils sont beaucoup plus fréquents
quand les basidiospores sont traitées, avant germination, par un agent muta--
géne, l'acide nitreux. Certaines souches, D1 par exemple, donnent naissance,
aprés des repiquages répétés, a des lignées cellulaires qui ont perdu
l'aptitude & différencier des filaments B.

Nous aurions pu envisager l'utilisation de mutants pour étudier le
déterminisme de la morphogénése. Cette voie de recherche n'a pas été retenue
cary, en dehors du fait que les caractéristigues du développement sont
certainement contrdlées par un grand nombre de génes (délai d'apparition des
filaments B en particulier), le cycle sexuel du parasitc est inconnu et il

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

b - les conditions externes.

De nombreux facteurs de l'environnement sont susceptibles d'inter-
venir dans le développement des thalles du L. lignosus. L'examen systématique
de leurs effets ne présente qu'un intérét secondaire pour notre étude. Dans
ce mémoire, nous nous contenterons de sigraler quelques conditions qui
interdisent le passage de la premiére a lo deuxiéme phase du développement.

Dans le milieu synthétique utilisé pour la culture du mycélium non
agrégé (p. 18) le thalle ne peut se développer dans 1'état B en l'absence
d'une source dfazote organique et de thiamine, ou en présence de quantités
trop faibles de substances du premier type.

Des facteurs de l'environnement tels que la température et 1'humidité
peuvent également intervenir. Le passage de la phase A & la phase B n'eat
plus possible lorsque la température s'abaisse en dessous de 20° ou lorsque
lthumidité relative s'éloigne de la saturation et prend une valcur vecisine

de 6072 .



PLANCHE VII

Différents types de thalles obtenus & partir de boutures prélevées dans une
culture de la phose A
A - thalle dont le développement a licu d'abord dens la phase A puis dans
Ja phase B,
B - thalle qui se développe directement dons la phase B,

C -- eulture mixte, dans la phase B du c6té apical de la bouture, dans la
phase & du c¢6tdé basal.

Ces clichés ont été rdéalisés avec des cultiues de la souche DI,

Voir texte pour les caractéristiques des boutures dans les différents cas.
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Nous n'avons par cherché & connoitre la signilication de ces différents
résultats. Ils sont simplemecnt une illustration du fait que le dérculement
normal de la morphogénése des thalles du L. lignosus n'est possible que dans
un environnement dont les carectéristiques ne peuvent varier au~deld de

certaines limitese.

En conclusien, il est possible de modifier le développement des thalles
en agissant Sur des facteurs internes ou externes. Dans les conditions
expérimeniales, 1'apparition des filaments B est inéluctable mais elle se
produit toujours apres un délai durant lequel le thalle se développe dans

la phase A.

2 - Etude du délai nécessaire a l'apparition des filaments B,

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

LY

internes scnt scumises & ce délai, ou bien qu'il existe une modification
progressive des prepriétés des cellules, jusqu'd ce que la différenciation
morphologigue puisse se manifester. Il convient donc d'étudier en premier

liev leg conditions de mise en place de ce délai.

a - Evevements intervenant au cours de la mlse en place du_ délai

- . - - — o wm - e e ey e e -—

necessa1re a _1'apparition des filaments B.

Nous avens déja signalé que la différenciation morphclegigue marqués

par le passage de la phase A 4 la phase B est vraisemblablement précédée
par des différenciations physiologiques qui se produisent au sein du mycéliw
de le phase A, et qui se traduisent par um allongement plus rapide des
filaments A, Les événements qui interviennent dans ce phénomeéne et qui
jouent, de toute évidence, un rdle dans 1l'apparition des filaments B, peuven:
8tre étudidés expérimentalement en déterminant les potertialités de boutures
prélevées dans un thalle de la phase A. la nature des filaments répénérés
-doit théoriquement permettre de savoir si les cellules emportées par le semi
ont re¢u des informations préparant la différencintion morphologiques

Des boutures de C,4 mn et de 5 mna de c3té sont prélevées dans le front
de croissance sans léser lcs apex cu & 1 cm en arriére de ce frent, dons
des cultures-méres de la phase A d'dge crcissant. Les thalles régénérés

sur milieu & 1l'extrait de malt sont obhservés tcus les jeurs ; on peut

déterwiner de cette manitre la nature des filanents qui assurent llextension

du thalle.
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culture fille dans la phase A& (pl. VII A).

Erftlli}?jg culture fille dans un étet mixte, B sur la face apicale de la
S bouture, A sur les faces latérales et basales (pl. VIIC).

B ‘:;‘(3 culture fille daus la phase B (pl. VII D).

cases videst le repiquage n'a pu étre effectué par suite de la petite teaille de
la culture mére.

FIGURE 4

Caractéristiques des thalles régéndérés a partir de bhoutures prélevies do

I

du mycélium de l}a phase A
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Les résultats des essais effectués avec les souches D1 et 3204 sont
résunés par la figure 4 ; du fait de leur similitude, nous n'examinerons
en détail que ceux concernant la souche D1,

Les boutures de petite taille régénérent constamment un thalle fils
dans la phase A. Le développement de la culture est alors tout a4 fait
semblable & celui du thalle issu de la basidiospore ; a 30° le mycélium de
type B apparait 6 a 12 jours aprés l'ensemencement (pl. VII A). La nature
des thalles issus de boutures de grande taille dépend du lieu de préléevement
et de 1'dge de la culture mére. la régénération se fait dans la phase A
lorsque des boutures massives sont prélevées dans le front de croissance sur
des thalles 8gés de moins de 6 jours et, en arriére du front, sur des
thalles dgés de moins de 8 jours. En revanche, une bouture de grande
taille, faite de cellules prélevées & 1 cm en arriére du front de croissance
régénére d'emblée un mycélium de type B si elle provient d'une culture nmére
repiquée depuis 8 jours ou plus (ple VII B). Les mémes boutures prises dans
le front de croissance en respectant 1'intégrité des apex, sur une culture
mére dgée de plus de 5 jours, régénerent un individu mixte constitué d'emblée
de filaments B du c8té apical et de filaments A du c¢dté basal (pl. VII C) ;
ces cnltures traduisent l'existence d'une polarité de régénération lide au

sens et a l'orientation de la croissance dans le thalle mére.

En conclusion, les filaments A régémnérent toujours des filamenis
semblables & eux mémes quand ils sonit repiqués & partir de semis de petite
taille. En revanche, les résultats concernant les thalles icsus de boutures
de grande taille montreut que des cellules associées en un mycélium de type
morphologique A peuvent régénérer d'emblée des filaments B. Autrement dit,
les cellules subissent, au cours de la premiére phase de croissance, une
différenciation telle que, bouturées en masee, elles sont capables de
.régénérer directement des filaments B. Cela signifie qu'une ou plusieurs
différenciations physiologiques précédent l'expression morphologique du

changement de phase.

— e e e we e - wm e tm mm mm e me Mm e e e mm e m e e Gm o ee e

la plupart du temps, les filaments B n'appareissent pas sisultanéd-
ment sur toute la marge du thalle. La période correspondant & leur mise en
place dure plug ou moins longtemps, mais elle est toujours
e

limitée. Pour pouvoir camparer entre cux des thalles issus de basidiosporces
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FIGURE 5

Répartition, en forction du temps, du délai moyen nécessaire & l'apparitic
des filaments B dans des thalles issus chacun d'une basidiospore apparten:

- . ~
& une populaticn provepnant diun meme carpophore.



différentes ou de boutures mycéliennes, nous avons défini un délai moyen
basé sur des mesures faites dans des conditions déterminées.

Les cultures sont réalisées sur du milieu malté, a partir de semis
déposés au centre de la boite de Pétri. Les observations sont faites sur
deux diam2tres perpendiculaires repérés au préalable sur le fond de la bolite
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. Des que les filaments B sont apparus et qu'ils arrivent au niveau
des filaments A dans la marge, on considére gque 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 a ltapparition
des filaments B, :

Cette étude a été réalisée a partir d'une population de basidiospores
isolées sur un seul carpophore (souches 01 & 048 de notre nomenclature). Les
différences entre souches portent & la fois sur la vitesse de croissance et
sur le délai nécessaire & l'apparition des filaments B, Il est théoriqhemoni
possible que ces deux caractéristiques soient liées entre ¢lles j; on peul
conceveir, par exemple, que le délai précédant l'apparition des filaments B
soit long pour les souches & développement lent et réciproquement. Cette
hypothése a ét¢ soumise au test graphique des coins de TUCKEY (exposé de la
néthode dans QUENCUILIE, 1964). Ce test montre gu'il n'y a pas de corrélatior
significative entre les deux caractéres précédents au seuil 5%. Autrement
dity il existe des souches & croissance lente qui se développent dans la
phase B aprés un délai de courte durée et réciproquement.,

Ltétude de la répartition des délais moyens d'apparition des filaments
B dans la population a été réalisée en construisant la courbe domnant en
fonction du temps, le pourcentage, exprimé c¢n logerithues, de cultures qui
sont encore dans la phase A (fig. 5). Cette courbe présente un palier, puis,
aprés une coufte période d'inflexion, une droitec de pente donnée., Ia distri-

‘bution n'est pas significativement différente d'une distribution normale au
seuil de 5%. Ceci traduit le fait que les délais moyens nécessaires &
1tapparition des filaments B sont distribués au hasard, et que, par consé-

quent, la population est homogéne en ce qui concerne ce caracterc.

Lorsque les thalles correspondant & ls population de basidiospores
précéderment étudiée sont repiqués avec utie bouture mycéliennc faite de

1tarticle apical d'un filament B, les Jéleis moyens nécessaires &
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1'apparition des filaments B dans ces thalles-fils sont semblables, pour une
méme souche, & ceux mesurés précédemment dans les thalles-méres issus de
la basidiospore. Ces résultats indiquent que le délai moyen précédant la
différenciation des filaments B est constant pour chacune des souches.

Cette conclusion a été testée & nouveau pour les souches D1, 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 & l'apparition des filaments B dans des cultures-filles
réalisées & partir d'une série de 50 petites boutures (0,4 mm de coté)
prélevées dans un méme thalle de la phase A. La faible dispersion des
chiffres obtenus montre que toutes les boutures sont équivalentes, donc que
1'on peut valablement utiliser ce mode de semis pour réaliser des cultures
jumelles. D'autre part, si l'on répéete ces expériences et que 1l'on calcule
& chaque fois la moyenne des chiffres obtenus pour 1l'enscmble des thalles,
on s'apergoit que le délai moyen est constant pour une souche déterminde : il

est de 5 jours pour la souche 3204, de 7 jours pour les souches D1 et H4.

De 1tétude précédente, il ressori que le délai moyen nécessaire &
1'apparition des filaments B, autrement dit, la durée moyenne de la phase A,
est une caractéristique importante de la morphogénése des thalles non
agrégés. Ce délai varie au hasard parmi les souches issues d'une population
de bhasidiospores récoltées sur un méme carpophore mais reste constant pour

chacune d'elles.

3 - Mrintien et réversibilité des caractéeres 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. Dans les conditions naturelles, cette différen-
ciation esl perdue dans les basidiospores qui régénérent ohligatcirement un
mycélium de type A. Lst-ce 1la la seule voie possible de retour vers la forme
A ou bien peut-on provoquer artificiellement unme telle réversion ?

-
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FIGURE 6

-

Caractériatiques des thalles réoénérés & parlir de boutures prélevées das

du mycéijum de la plase B
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Pour le L. lignosus qui ne posséde pas de reproduction asexude, le
seul moyen d'aborder ce prohbhléme du point de wvue expérimental consiste a
étudier la transmission des caractéres B au cours du bouturage par fragments
de mycélium. les modalités de cette transmission sont susceptibles de varier
avec la taille des boutures, le lieu de prélévement et 1'dge de la culture
mére. Afin de tenir compte de ces trois facteurs, des boutures de 0,4 mm et
de 5 mm de c6té ont été prélevées dans le fronl de croissance ou & 1 cm en
arricre de ce front, dans des cultures-méres de la phase B d'dge croissant.
On examine, 48 heures aprés le semis, la nature des filaments régénérés,

Les résultats obterus & partir des thalles des souches D1 et 23204
sont schématisés dans la figure 6.

Ies boutures de petite taille régénérent des cultures dont la morpho-
logie est caractéristique de la phase A, quel que soit 1'dge de la culture-
mere dont elles proviennent. Ies cellules appartenant aux filements B empor-—
tés par le semis sonl donc incapables de transmettre leurs caractéres B aux
files de cellules qu'elles régénérent.

En revanclie, les boutures de grande taille régémérent directement
des thalles de type B si elles sont constituées de cellules situées en
arriére du front de croissance sur un thalle de la phase B mis en culture
depuis 5 jours ou plus. lLes mlmes houturcs, découpées dans le front de
croissance, quel que soit 1'dge de la culture-mére dans les limiles de
1'expérience, ou & 1 cm en arriére de ce front sur une culture-mére fgée de
moins de & jours, régénérent des individus mixtes identiques & ceux décrits
précédermert : de type B du coté apical, ils sont de type A du cdté hasal ;
ils traduisent l'existence d'une polarité de régénération.

Lo transmission des caractéres des filaments B n'est denc assurée
que si le bouturage est fait & partir d'une masse mycélienne importante. Cn
assiste & un retour vers la phase A quand les bkoutures sont suffisamment
petites j la ﬁorphogénése se déroule alors de la méme maniére gque pour les

’

thalles issus d'une basidiospore.

4 - Conclusions,

L'étude chronologique du développement apporte des informations
supplémentaires aux faits purcment descriptifs.

L'examen de nombreuses cultures wontre que le mycélium construit a
partir de la basidiaspore est loujouwrs de +t3pc A. La phase B du céveleppomnn!
n'est atteinte qu'a la suite d'un délai moyen qui est constanl pour une

souche déterminée, mais, en général, différent entre souches,
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Au cours de la phase A, il se produit une ou plusieurs différenciations
qui ne se manifestent pas immédiatement dans la morphologie des ithalles mais
permettent aux cellules de régénérer directement du mycélium de type B
lorsqu'elles sont bouturées en masse,

Dans nos conditions expérimentales, le passage & la phase B estl
inéluctable et le maintien de cet état est assuré indéfiniment si la propaga-
tion est effectuée avec des boutures de grende taille. En revanche, le
mycélium se développe de nouveau dans 1'état A si le bouturage est effectué
& portir de semis suffisamment petits. Ces résultats sont conformes & une
idée trés générale selon laquelle 1'état différencié n'est transmis par
bouturage que si la masse de cellules différenciées repiquées est suffisam-
ment grande. X

Remarquons que les modalités de transmission des caractéres mycéliens
au cours du bouturage peuvent étre utilisées de maniére pratique pour
obtenir a volonté des thalles qui se développent successivement dans les
pheses A puis B, ou qui régénérent direclericnt des filaments B, Cette

possibilité a été constamment exploitde dans la suite de notre travail,

B — L'INITIATICN DES STRUCTUTES AGREGEES.

-k b3 -——:::S:::::‘:::::: oo oo

Dans les conditions naturelles, le L. lignosus passec du stade non
agrégé av stade agrégé quand il se développe dans le scl sous forme de
pelmette puis de rhizomorphe & partir d'une masse ligneuse exploitée de
manidre saprophytique. Fn culture in vitro, le passage a licu dans le méme
sens quand le thalle est transporté du milieu malté sur un substrat autori-
sant l'agrégation. Les observations effectuées sur le développement du
mycélium non agrégé permettent de poser deux questions relatives & ce
pessage. lLes structures agrégées peuvent—elles naltre & partir de n'importe
quel stade du développement ? la masse, la nature et 1'dge du mycélium non
agrégé jouent-ils un réle dans la morphogénése des structures agrégées

auxquelles il donne naissance ?

- ’

1 - le mycélium apgrémé peut—il se différencier & n'impeorte quel stade du

développement 7

Puisqu'il existe deux étapes du développement au sein du myeélium non

’

agrésé, on peut se demander non seulement si les phases non agrégées peuvent

8tre omises, mais, plus précisément, si les structures agrégées peuvent

apperaitre direcctement & partir Qu nycélium de la phase A,
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Aspect morphologique et croissence radiale de thalles issus de bhoutures d
tailles différentes, obtenus sur deux milieux dont 1'un permet l'agrégati

1. Boulure de grande taille sur milieu malté j; 2. Bouture de petite tailil
sur milieu walté 3 3. Bouture de grande toiile sur milicuv XS1 ; 4. Bow
de petite taille sur milieu MS1,



Les études précédentes montrent qu'il est techniquement facile
d'obtenir des thalles dont le développcmenli se poursuit indéfiniment dans
la phase A ou dans la phase B ou des thalles qui passent, comme ceux provenan
de basidiospores, successivement par les stades A puié B, soit en utilisant
des boutures, soit en utilisant des lignées mutantes. Ces thalles ont ét¢
cultivés simultanément sur des milieux conduisant selon les cas & la forma-
tion de filaments libres 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 L. lignosus ne cenduisent jamais a des structures
agrégées ou le font rarement et, dans ce cas, toujours au bout de délais
trés longs, méme lorsqu'elles sont placées dans des conditions convenables
pour les autres souches (cultures sur blichettes d'Hévéa déposées sur du sable
humide). Or, pous constatons par aillecurs que ces mémes souches sont incapa-
bles d'édifier un mycélium de type B & partir du mycélium de type A premier
formé.

Lorsque des boutures de 35 mm de diamétre sort prélevées avec la
gélose sous-jacente et déposées sur des lames de verre, les thalles sonl fait
d'abord de filaments rayonvants lichement agrégés en palmettes, puis de
cordonnets, si toutefois 1'humidité de 1l'air environnant reste proche de la
saturation. Loreque cette condition n'est pas réalisée, le mycélium prend un
aspect duveteux et demeure indéfiniment non agrégé. les caractéristiques
morphologiques et biométriques de leurs lhyphes rapprochent ces deux catégo-
ries de.thalles respectivenment des formes non agrégées B et A. Or, rappelons
ques sur les substrats gélosés, le passage de Ja phase A & la phase D n'est
possible que si 1'air ambiant est saturé en eau. Cet cffet de 1'humidité
tend & indiquer, comme les différences entre souches signalées plus haut,
que les conditions nécessaires pour le passage de la phase A & la phase B
sont également nécessaires pour l'agrégation.

la relation entre les diverses formes adoptées par l'appareil végéta-
tif apparait plus clairement eucore si on ccmpare la morphologie des myeé-
liums des phases A et B cultivés sur des milieux autorisani ou non l'agrica-
tion. On réalise des cultures jumclles & l'aide de couples de semis identi-
ques déposés 1'an sur un substrat permettant I'agrégation (milieuw 251 &

les

=

pH 4,2 contenant 1 g/l d'asparagine), l'autre sur un milien melté o

caractéres A ou B s'affirment clairement. On constate alors pour cheque



couple de semis de grande taille que 1l'un régénére un mycélium d'emblée de
type B tandis que l'autre s'agrége imnédiatement (fig. 7). En revanche, il
faut atiendre un délai pour obtenir ltagrégation des filaments lorsque les
cultures proviennent de betites boutures (fig. 7) ; 1'étude des courbes de
croissance radiale et 1'examen morphologique des cultures moniresfque ce

délai correspond & celui qui est nécessaire a la formation des filaments B,
Les changements de pente observés simultanément dans les courbes de creois—
sance 2 et 4 (fig. 7) correspondent en effet au début de l'apparition des
filaments B dans les cultures sur milieu malté (courbe 2), & 1'initiation des

palmettes sur Je milieu autorisant l'agrégation (courbe 4).

Ces différentes expériences mettent en évidence l'incapacité du
mycélium de la phase A & s'agréger ,

Autrement dit, dars un thalle obtenu a partir
d'une bhasidiospore, l'agrégatiorn ne peut avoir liew qu'a la suite d'une
premicére différernciation apparue au gein du mycélivm non aprégés lais
il n'est pas nécessaire que cette différenciation soit exprimée morphelogi-—
quement. In effel, les thalles issus de boulurcs de petite taille cultivés

gee,

sur un miliecv avtorisant ltagrégation se développent sous forme agré
directement a partir du thalle de la phase A, dés que celui-ci a atteint

potentiellement 1!état D,

2 - L'agrégation est—elle préparée au scin da mycélium non agrégé ?

Les conclusions précédcentes peuvent &trec exprimées sous une autre
forme., La formation des palmettes a toujours lieu & partir de mycélium non
agrégé, soit sous forme A quand les boutures sont de petite taille, soit scus
forme B quand elles sont de grande taille. Il existe,de toute évidence, des
relations entre mycélium libre et mycéliuw agrégé, Un peut alers se dermander
si la nature, la masse et 1'8ge des cellules constituant le thalle non
agrégé jouent un role dans la morphogiénise des structures agrégées qu'il
régénere,

L'étude de ce phénmmone a été réalisée a partir de thalles dont la
" premicre partie du développenent steffectue sur une membrane de cellophane
déposée A la surface dfun nilieuw malté, Toules lez £4 heures, une partie des

T

cultures est transférée sur un miliev permettent 1lagrégation (milieu L§
Woveinin ¢o 4,8Y, evee la cellophane sous-jacentoy ool lomo

sens ooperacine & op
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Schéma des expériences permettont d'étudier 1'influence de la nature et de

1'dge due nycélium non agrégd sur la formation des structures agrégées.
Yes chifires figurés au~dessus des cultures transférées représentenw

le dé¢lai, en jours, mécessaire a l'apparition des structures agrégées apr:

le tronsfert sur miliou MS1.
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¢tant déccupée & 1 ou 2 mm en avant du front de croissance (fig. 8). Des
boutures semblables & ceclles donnant naissance aux cultures-mcéres sont
également repiquées directement sur le milieu MS1, On observe le nombre de
palmettes formées et le délai nécessaire & leur apparition 4 parilir de
ithalles des phases A et B qui se sont développés sous forme non agrégée

penda.nt 0’ 1’ 2’ 3’ seee In jours.

a - Cas des Ehglles qui Ee_dévglgppegt successivement gans_les_pyageg

R -_— e am -

é Euis B.

Ies thalles se développernt a partir de petites boutures de la
souche 14 (0,4 mm de c¢8té), d'abord dans la phase A puis, aprés un délai
moyen de 6 & 7 jours, dans la phase B, Les caractéristiques des thalles
agrégés obtenus par transfert de cultures non agrégées d'dges variés sur
milieu kS1 permettent de tirer les conclusions suivantes.

. Parmi les semis censemencés directement sur le milicu MS1 beaucoup ne

-, ,

régéneérent pas. En revanche, si la regéndération a eu lieu sur le milieu
maltdy, méme durant un tenps asscz court, la croissance sur le milieu .S1 se
poursuit plus facilement,

Pour les thalles 8gés de 4 & 5 jours au moment du transfert, le temps
nécessaire 4 l'initiation dec palmettes, mesuré & partir du transfert
(fig.v8) diminue réguliérement guand 1'dge de la culture anpgmente. L'agriga-
tion ne pouvant se produire guc lorsgue le thalle a atteint le stade B, le
délai précédant la mise en place du mycéliwi agrégé doit tenir compte du
délai nécessaire au thalle pour atteindre 1'éiat B, A partir du moment ou
le mycélium est potenticllement capablé de se différencier sous la forme
agrégée, il faut uwn délai de 3 & 4 jours pour que des palmettes soient
initiées, D'autre party, & partir des thalles les plus jeunes, les palmettes
sont toujours assez mal individualisées et le mycélium peu oagrégé
(pl. VIIT A).-

En revanche, dans les thalles plus Agdés (5 jours ou plus au momeut du
.transfert), les palmettes apparaissent aun bout d'un délai plus court (2 jour:
en moyennc) et sont bien différeuncides (p}. VIII B). En cutre, ce délai ne
varie plus quel que soit 1'dge du thalle, dans les limites de l'expirience.
Ces changements dans les conditions d'apparilion des structures sgrégées

correspondent dans le temps au staude de différenciation des filamenis D,
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Infiucnce de la nature, de 1'dge et de la masse duw myedliwm non agrégd &

partir dmyuel sont formées les siructures wsrégées

- -

transféré sur milieu MS1 & 1'dge de 2 ou 3 jours (cliché pris 12
-
vt}

11 j oprés le transfe:

A ~ palmeties peu agrépdes, formées & partir d'on Lthalle de la phase A
J

B - palmettes hien différencides régdéndérées & partir d'un thalle issn de

r AP [ - { v P AT, 2 e 2 1% e THIM Lo D T R
peLirees bouvures Lrdnsiere sur o lieun el 1'ize de Scu jeurs (o

pris Y j et & j aprids le transiort),

at



Le nombre de palmettes formées par {thalle augmente avec 1'fge de
celui~-ci. Rapporté & la circonférence du ihalle, il augmente également, ce
gui veut dire ygue les palmettes sont de plus en plus rapprochées les unes

des autres. Rapporté a la surface du thalle, il diminue.

b ~ Cas des thalles qui sé_dévelgppegt directement dans la phase B.

De méme que précédemment, 1l'initiation des structures agrégées
demande un délai plus long et échoue fréquemnent quand le semis est déposé
directement sur jie milieu MS1,

Suand la bouture a régénéré sur le milien malté, ne scrait-ce que
24 heures, les palmettes apparaissent beaucoup plus rapidement et le délai
nécessaire a leur différenciation ne varie pratiquement pas gquand 1'dge du
thalle transféré croit (2 & 3 jours). lLe nombre de palmettés augmente
régulierement quand 1'dge et le diamdtre du thalle non agrégé augmentent
éeralenient. Rapporté a 1'unité de surface, ce nombhre de palimettes reste

constant pour les cultures dgées de moins de 4 jours et diminue par la suite.

Les expériences précédentes montrent tout d'abord que des houtures
placées directement dans des conditions permettant l'agrégation régénerent
rarement du mycélium agrégé, méme si elles sont de grande taille, Cela
signifie que la régénération de nouveaux filaments & partivr du semis est
difficile sur un substrat qui n'est pas favorable & la croissance du
nycéliun libre.

L'initiation des palmettes est plus facile quand des thalles entiers
sont trangférés sur un substrat autorisant l'agrégotion. les palmettes se
forment, plus rapidement et en plus grande abhondance leorsqu'elles sc
différencient a partir d'une masse importante de cellules appartenant & la
phase non agrégée et lorsque ces cellules soni dans 1'état B. Non sculenent
le mycéliun de la premiére phuse eat incapable de s'agréger, mais, comparé
a celui de la phase B, il n'apporte que trés peu d'informetions aux filaments
‘régénérés sur un milieu qui wutorise l'agrdégation : les structures agrégées
auxquelles ils donnent naissance sont peu différencides {pl. VIII) et
apparaissent aprés des délais trés longs. Dans les mémes conditions, un
thalle non agrégé faii de filaments B est capable de régénérer rapidemecat
un grond nembre de palmettesz hien différenciées ; cette action n'est pas dve

seulenment & 1'accroissement, avec celui du diam®tire du thalle, du nombre de

tu front de croissance zusceptibles de s'acréeer mrmis doalonen

filawents
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l'accroissement du nombre de cellules constituant le thalle, En effct, le
nombre de palmeties initicées par un thalle de la phase B est proportionnel
& sa surflface, au moins pour les cultures dgées de moins de 4 jours.

En conclusion, il apparait que, non seulement les filaments B sont

les seuls capables de conduire a la phase agrégée, mais qu'ils sont lc siége

d'une différenciation intcrne qui prépare ltagrégation.

-,

3 - Formation des structures asrégées : localisation et répartition.

Lo comparaison in vitro des cultures de mycélium non agrégé et agrégé
montre quc, dans le premier cas, le milieu est entiérement envahi et de
manieére uniferme alors quc dans le second, le substrat n'est pas occupé sur
toute sa surface j; il reste toujours du milieu libre eﬁtre les palmettes et
entre leurs rameaux. Cette localisation des structures agrégées pose donc un

probléme géométrique de répartition dans l'espace.

Nous 1'avons abordé expérimentalement en transférant des thalles non
agrégés de la phase B sur des substrats autorisant 1'agrégation. Des boutures
circulaires de 8 mm de diamotre de la souche 4 sont ensemencées sur des
nembrances de cellophane déposées &4 la surface d'un milicu malté, Les thalles
fils se développent dans la phase B, A 1'4ze de 3 jours, ils sont transférds
avec la cellophane sous-jacente sur des substrats US1 & pll 3,8 et 4,3,
conterant tous deux 1 g/l d'asparagine.

Sur le substrat le moins acide, les palmettes apparaissent dans un

[l

délai de 3 jours & partir d'une couronne contvinue de mycélium aérien dressé
qui s'est différenciée dans la zone apicale aprés le transfert (pl. IX A)
elles semblent réparties de maniére uniforme i la périphérie du thalle non
agrégé, Sur le substrat 151 le plus acide, le transfert du thalle est suivi
d'un arrét apparemment total de la croissance. Les filaments B plongent dans
‘le miliecu et donnent naissance & des filaments intramatricicls intensément

ramifiés & élongation trés lemte. Dans la plupart des cas, il apparaili plus

»

gé et en arriére de la

o

ou moins rapidement & la surface du thalle non asré

-~

marge, des plages d'étendue variable recouvertes de myeélium adrien dressé
(pl. IX B). Ces zones peuveant envahir les régions voisines et parfois mbme

la totalité du thalle non agrégé ; clles restent plus souvent localisies et

bien individualisdes. In général, elles donnernt naissince & un groupe de

palmcttes Lrés rapprochées les unes des autres. Coume il ne se forme jomais
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de structures agrégées en dchors de ces zones de mycélium aérien dressé
denses, celles—ci peuvent étre considérées comae les centres de formation des
palmettes. Le groupement des structures agrégées formées & partir de massifs
discontinus apparait de maniére évidente. Est-ce que des phénomtnes semblable
interviennent lorsque les palmettes se forment & partir d'un anneau de

mycélium aérien dressé apparemment continu ?

Pour le savoir, nous avons étudié la répartition des palmettes & 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
(1oi normale) montre que les palmettes ne sont pas distribuées au hasard &
la périphérie du thalle ; le nombre de palmettes trés proches les unes des
autres est beaucoup plus grand que celui qui correspondrait a une répartition
au hasard, Cet excés est compensé par un déficit des palmettes situdes a unc
distance moyemnne l'une de 1'mutre. Il apparait enfin un excds pour les
palmettes séparées par de grandes distances.

Dans unc étude du méme type, les résultats ont été interprétés en
comptant 12 nombre de palmettes régénérées dans des gecteurs de 2Tl/16 on de
27(/8 d'angle au sommet. Pour chaque secteur, on calcule les fréquences de
ceux portant 0, 1, 2, +sse n palmeties et on en construit la courbe de
distribution (fig. 9 B ¢t C). En comparant statistiquement ces deux distri-
butions observées avec les effectifs théoriques donnés par ia loi binomiale,
on arrive & la conclusion que la répartition des structures agrégées se foit
au hasard pour les secteurs de 27 /8, Pour ceux de 27(/16, la distributicn
observée cst significativement différente de la loi théorique. lLa figure 9 B
nontre que ces différences proviennent essentiellement dfun excés des
secteurs contenant un nombre moyen de palmettes (de 2 & 4). Ces résultatls
-sont conformes aun fait que les palmeites ne naissent pas au hasard & la
périphérie d'un thalle non agrégé ; elles ont tendance & Gtre groupéces par
2 ou 2 et ces groupes sont eux-mémes distribués au hasard,

Cette analyse montre en définitive que la notion de¢ centres de forma-~
tion des palmettes doit €tre comservée méme quand les structures agrégées
sont formées 4 partir d'une couromnc continue de mycéliwmn aérien dressé.
Celle—ci est formée de centres de formation vrés rapprocihiés les uas des
autres situés tous dans la zone suh-apicale et dommant naissance on moyenne

& 2 & g palmettes tros proches les unes des aulres.
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Deux hypothéses pecuvent rendre ccmpte de la localisation des centres
formateurs des palmettes : cu bien ils cerrespondent & des greupes cde cellules
qui seules sont capables de donner naissance & du mycélium agrégé, ou bhien
toutes les ccllules d'un thallc possddent cette potentialité mais, en raiscn
des corré¢lations qui s'exercent entre elles, seules certaines l'expriment. lLa
comparaison de la localisation des centres de formation des palmeties ern
fonction du pH du substrat (pl. IX A et B) est favorable & cette dernieére
hypothtsec.

Des résultats plus précis ont été obterus quand les expériences précéden—
tes sont rcéalisCes avec des thalles de la phase B issus de boutures carrées
ou en forme de croissant déccupées dans des cultures sur cellophane. Aprés
transfert sur le milicu MS1 de pll 3,8, les pclmettes qui sc développent a
partir des thalles issus de boutures carréeg, sont tcujours localisdes dans
les zones situées en face des quatre cdtés du semis, ccncduisant & une dispesi-
ticn en croix trés caractéristique (pl. IX D). Lorscue la culture ncn agrégée
provient d'une beuturce en ferme de croissant, il appurait, dans les mémes
cenditions de substral, un grfupc ¢e palmetics en géndral tris épnisses, sur
la partie cu thalle cerrespondart & la Tace concave de la bouture, & peu pris
sur 1'axe de symétrie de celle~ci (pl. IX I').

Ces derniers résultats montrent qgue des facteuwrs intermes interviernenti
dans la localisation des centres de formetion. Leur action n'est ccependant
pas totalement indéperdante de celles des facteurs du milieu. Si, en effet,
les transferis sont réalisés sur le substrat :S1 de pll 4,3, les palmettes
apparaissent en n'impcerte quel peint de la périphérie du thalle, en plus cea
zones privilésides déerites précédemment (pl. IC,C et L). En général, les
palmettes qui partent de ces régicns sont plus serrées, plus ncembreuses et
apparaissent un peu plus rapidement que cclles qui se <différencient aillevrs
sur la merge de la culture.

L'enscuhle des expdiriences précédentes tend & preuver que la localisaticn
des centreg de forrmation des palmettes n'est pas la troaductien d'une
différenciation, au sein Cu thalle nen agrégé; de groupes de cellules scules
capables de denner naissance aux palmetiess ille résulte, au coalraire, de
corrélations qui se nepifestent cu s'établiscent apres le transfert entre lerx

filaments priésents & la périphérie du thalle,
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Conclusions.

L'étude du passage de la phase non agrégdée & la phase agrégée conduit

aux conclusions suivantes :
L'initiation des palmettes n'est possible que lorsque le thalle

non agrégé a atteint, potentiellement, le stade B de son développement. Mais
il n'est pas nécessaire gque 1'état B soit exprimé morphologiquement.

b - le mycélium de la phase B est le sieége de différenciations internes
qui préparent ltagrégation,

¢ - Les palmettes apparaissent groupées par 2 ou 3, a partir de
centres de formation qui sont répartis au hasard & la périphérie d'un thalle
non agrégé de la phase B régénéré a partir d'une bouture de forme circulaire,
Cette répartition au hasard peut éire perturbde quand le mycélium non

aprégé est issu de boutures dont la forme (carrée ou en croissant) introduit

une hétérogénéité dans la régénération des filaments D,

S NON AGRIGELS,
Une fcis initiées, les palmeties vont creitre et se remifier & lea
surface des substrats. Dans certaincs conditions, elles peuvenl perdre leur

état agrégé. Nous étudicrons donc le développement des structures agrégées

et les possibilités de réversion vers les formes libres.

1 - Croissance et ramification des palmeties,

», -,

Les caractéristiques du développement des structures agrégées ont ét¢é
étudiées dans des condilions telles que le petit nombre de palmettes
régénérées permet de suivre facilement Jeur croissance et leur ramification.

Des houtures de T mm de c¢oté fajites de filaments B de la souche H4
sont enscmencées sur un substrat .S2 contenant 20 g/l de glucose et 0,01 c/1
d'asparagine. les centres de formation des palmeties apparaissent scus form
de touffes de mycélium aérien dressé gu'il est facile de repérer sur le fond
- de la boite de Pétri. On suit de la méme menitre les palmettes en croissance
active en fonction du temps. les résunltats, portés dans les courbes de la
figure 10, monlrert que les centres de formation apparcissent unigneowment
durant les quatre premierz jours de culture. Un certair nombre seulcment
parmi cux donnenl noissance & des palinelies qui poursuivent Jeur creissuncc

ou cessent de crodtre Jorsque la culture vieillit.,



Ia croissance et la ranification des palmeties



- 43 -

-,

De ces observations, il ressort que le développement du thalle agrégé
est soumis a des phénomtnes de régulation qui interviennent en limitant le
nombre de cenires de formation, le nombre de ceux qui soni actifs et le

nonbre de palmettes qui poursuivent leur croissance,

Ia 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 j certains se développent sous
forme non agrégée d'ahord en surface puis en profondeur dans le substrat ;
ils cessent trés vite de croitre (pl. X). Il existe donc, 1i encore, un
mécanisme de régulatioh 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 culiures ou ces organes, du fait de leur petit nombre
et de la grande étendue de substrat dont ils disposent, peuvent se développer
longtemps sans se géner mutuellewment ni &tre ralentis par les bords du
récipient de culture. Des boutures de 1 cm de coté faites de mycélium B de
la souche II4 sont ensemencées dans des fioles de Roux de 1 1 contenant 1€0 ml
d'un milieu MS2 complémenté avec 0,1 g/l d'asparagine.

On mesure -tous les jours la croissance des palmettes et le nombkre de
rameaux actifs qu'elles portent. Ies courbes dornant les variations de ces
deux caractéristiques en fonction du temps peuvent &tre construites pour
chague palmetie. La planche XI reproduit les résultats les plus typigues
obtenus parmi les 55 palmettes obhservées.

Dans tous les cas, la croissance est linéaire j;sa vitesse est de
l'ordre de 5 mm par jour.

Quand la palmette n'est pas génde dans son extension, le nombre de
rapeaux en croissance voarie selon une courbe exponentielle ; ceci confirme
leg faits d'observation directe sur le mode de ramification. En effet, chaquc
rameau peut se diviser aprdés une certaine élongation en n romeaux fils et 1e
nombre total de rameaux suit ainsi une progression géométrigue qui ce traduit
graphiquenent par une exponentielle. Ceci n'est valable, bien entendu, c¢uc
lorsque tous les remeaux poursuivent leur croissance, ce qui est scuvent
réalisé dans les jeunes pelmettes {(pl. XT1,4 et B) 3 mais, plus ou moins

rapidement selon les thalles, des ramecaux cessent de s'allonger alors que
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d'autres poursuivent lecur croissance et se ramifient de nouveau. la fréquence
relative des deux phénoménes se traduit sur les courbes donnant le nombre de
rameaux en fonction du temps par une diminution de la pente, par l'apparition
d'un palicr, ou méme por un décrochement avec diminution du nombre de rameaux
en croissance (pl. XI A et B). La ramification peut ensuite reprendre comric
au début du développement et &tre & nouveau stoppée (pl. XI L). Ces phéno-
nénes interviennent parfois trés tot ; les premiers rameaux formés s'arrétent
de croitre (pl. X1 C et D). Dans d'autres cas, tous les remcaux sont

inhibés en méme temps (pl. XI E) 3 plus tard, un ou deux d'entre eux peuvent
reprendre leur croissance et se ramifier & mouveau. Enfin, il n'est pas rare
de trouver des palmettes qui s'allongent trés longtemps sans se remifier

(pl. Xi 1), _.

La variation du nombre de palrmettes e#gge rameaux qui poursuivent leur
croissance par rapport A ceux qui sont inhibés rend compte de l'aspect
morphologique des structures agrégées jeunes observées aussi bien dans les
cultures sur milieu gélosé gque sur du sable, ou dans des cenditions
peturelles : palmettes plus ou moins étalées en éventail, rameaux trés isolés
les uns des autres ou au controire coalescents, reprise de croissance par

un petit nomhre d'éléments agrégés.

En définitive, l'ensemble des palmettes d'un thalle agrégé ainsi gue
les rameaux qu'elles portent ne se déveiéppent pas indépendamment les uns
des autres, Il existe des mécanismes de régulation qui interviemnent au cours
- du développement et limitent l'extension et ]
agrégées, Signalons au passage que des exﬁériences ont permis de montrer
que des mécanismes de régulation interviennent dans la suite du développement,

lors de la formalion des cordonnels et des rhizomorphes dans le mycélium

agrégé laissé en place par la palmette (BOISSON, & paraitre),

2 - Maintien et perte de 1'état anréaé,

Dans les conditicns naturelles, nous savons que llenvahisscment de

-

substrats ligneux morts ou la pénétration de tisses vivants sent réalisés par
des filaments libres qvi appoaraissent & partir des structures agrégées
assurant la propagation du parasite j; il existe done des pessibilités de

dédifférenciation,
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Ce probléme peul étre abordé in vitro de deux manidres différentes,
Ies structures agriégées typiques n'ont été obtenues jusqu'a présent que sur
des subsirats particuliers § il est par suite logique de se demander ce qui
va se passcr si l'on oblige des palmettes oblcnues sur un milieu permettant
1'agrégation, a se développer sur un milieu non favorahbhle comme le milieun
malté, Une deuxitme possibilité consiste & déterminer dans quelles conditions

la différenciation est stabhle sur des milieux autorisant l'agrégation.

Le transfert de palmettes de différentes tailles sur milieu malté est
toujours suivi de la perte de 1'état agrégé. Si la bouture est de petite
taille, le thalle se développe successivemenit dans les phases A puis B ;
lorsqu'elle est de tonille importante (palmettes de 1 & 2 cm de longueur),
elle régénére un thalle mixte fait de filaments B du cdte apical, de filameni
A & portir de la base et des c¢8tés latéraux (pl. XIT A). Cette hétdrogéndits
dens la régénération tracduit wpe pelarité icdentigue & celle décerite précé-
derment peur le nyeélivm non agrésd de type I,

Pour vérifier que les résultats précédenlts ne constituent pas seulement
un effet du boutlvrage, nous avons utilisé une autre technique consistant
& obliger lec Champignon & se développer d'abord sous forme agrégée puis i
passer sur un substrat re permetlant pas l'agrégations A cette fin, des
boutures de 5 x 3G mm, découpées dans des cuvultures sur cellophane de la
sovche 4, sont eunscmencées de meniére excentrée dans des holtes de TPétri &
deux compartinents centenent, le premier du milieun LSi, Je deuxiéme du miliew
malté (pl. SI1 B) ; les cxplantats sont déposés sur le premier substrat. Ils

-~

régénérent des paimettes gui perdent 1'état agrégé dés gu'elles atteignent
le miliev malté (pl. XII B).

Ces expériences montrent gue le maintien de 1'état agrézé est fortement
dépendant ¢z la qualité du substrat ; en particulier, le passage sur du

-

milieu malté conduit teujours & vn retour & Ja forme ron agrégcce.

L'étude du maintien de 1'¢état agrégé sur un milieu autorisant 1'agré--
gation u ét¢ réalisde & partir de cvltures de Ja souche H1, obtenues sur
des membvanes de cellophane dépeosées & la surface du milieu MS1, dgles
¢e 9 jours. le bouturage csot effectuéd avec des pulmettes de 5, 10, 15, 20

el 25 mm e longuvuiy, prélevics avee lo ecellcpbane geveg-jacente sans léooy

la zone apicale. Des témoins oni été réalisdés sur les cultures-mdres c¢n



dans difl{érentes
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isolant des palmettes de méme taille, du thalle qui leur a donné naissance,
par une simple incision au scalpel ou par enlévement d'un petit bloc du
substrat gélosé en arriére de la structure traitée,

Lo séparation d'ure palmette du thalle-mére qui lui a donné naissance
est toujours suivie de la perte de 1'état agrégé dans la zone apicale,
quelle que soit la taille du fragment isolé. Les dimensions de ce fragment
intervicnnent, en revanche, dans la localisation et la rapidité d'apparition
des structures agrégées néoformées, Celles-ci appoaraissent aprés des délais
d'autant plus longs que la taille des fragments repiqués est plus petite.

Les palmettes néoformées apparaissent en n’importe quel point de la marge des
thalles issus des boutures de 5, 10 et parfois 15 mm (pl. XII €, D et E).
Dans ce dernier cas, elles se forment quelquefois préférentiellement du coté
apical de la bouture et sont parfois en relation continue avec les structures
agrégées repiquées., Ces deux caractéristiques se retrouvent constamment dans
les cultures issucs des boatures les plus grandes (20 et 25 pm, pl. XII T et
G). La localisation des palmettes ndoformées peut étre encore plus rigcureu-
se, aucunc régéndération n'ayant lieu sur la base et les bords latéraux de
1'explantat. Dans les cas les plus typiques (pl. XII G), les palmettes
néoformées sont en relation direcie avec les rameaux de la structure agrégéc
repiquée et il ne s'en forme pas ailleurs. La perte momentanée de 1'état
agrégé observée lors du repiquage des palmettes peut dépendre de la masse de
cellules emportées par la bouture j; il est possible que la taille maximale
des palmettes utilisées dans les expériences précédentes soit encore

en dessous de la masse minimale permettant le maintien de 1'état agrégé. Pour
tester cette hypothése, des thalles entiers, cultivés sur une memhranc de
cellophane, cnt été transférés sur un substrat neuf permettant l'agrégation.
Dans ces conditions, le mycélium régénéré dans la zone apicale et, plus
rarement, sur les bords des palmettes, esl fait de filaments superticiels
.libres. Cependant, la croissance sous forme agrégée reprend, dans la zone
apicale uniquement, aprés un délai d'environ 48 heures.

Lo perte de 1'état agrégé qui suit le houturage de palmettes sur un
milieu autorisant liagrégation dépend donc de deux causes indépendentes
intervenant simultanément : premidérement, la séparation de la palmeite du
thalle-mére ; deuxicémement, le transfert d'un substrat altéré & un subsirat

neuf,



L'étude expérimentale du maintien de 1'état agrégé conduit aux
conclusions suivantes g

a - le substrat et les conditions de culture jouent un rdle primerdial
dans le maintien de 1'état agrégé. Certains substrats autorisent 1l'agrégation

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
mére qui leur & donné naissance, et quand celui-ci est transféré en entier
sur un substrat neufl autorisant l'agrégation. Cela signifie d'une part que de:
informations nécessoires au maintien de 1'état agrégé circulent par le
canal des filaments, d'autre part que le substrat est altéré sous 1ltaction
des thalles en croissance et que ces altérations joueni un réle dans
1'agrégation,

¢ — Le bouturage de palmettes sur un nilieu qui autorise l'agrégation
est, conformémert aux conclusions précédentes, toujours suivi de la régéné-
ration de mycélium non agrégée. Le retour i 1'état agrégé dépend en revanche

de la masse de mycélium repiqué,

D - CONCLUSIONS,

RS-EPE =B TV S 3 PR SR N4 —f % =1

Aux informetions purement morphologiques, 1la présente étude des
thalles du L. lignosus en cultures in vitro, a partir de la basidiosporc ou
par bouturage, apporte des informations d'un caractére nouveau sur le
développement de cette espeéce.

Elle montre que les mécanismes de croissance et de développement sont
analogues & ceux connus chez d'autres organismes appartenant aux Régnes
animal ou végétal, L'expérimentation indique en effet que les cellules ou les
groupes de cellules subissent des changements de forme (différenciation
morphologique) qui apparaissent dans un cordre déterminé au cours du dévelop-
pement et qui sont 1'expression de changements internes (diflérenciation
biochimique) qui ne sont pas directemeni perceptibles. L'expérimentation
montre oussi que ces cellules n'agissent pas comae des unités inddépeundantes
clles sont susceptibles de recevoir ou d'envoyer des informations aux

cellules voisines, Inflin, tous ces phénomdnes sont sous la dépenlance plus

s

ou noins forte du milieu, Ces différentes caracltérisiigues du ddvel~ppraen
du L. limnosus sont retracées schématiqueneni dans la figure 11 que nous

comnenterons maintenant,



PHASE A PHASE B PHASE AGREGEE
STADE PALMETTE

différenciation et

-

deditféerenciation -[ I I "TT] T] LLH E‘jll_l_L ] ?T_‘]'_ﬁ _.:
morphologiques S A — 4_?
difle iati - . S —
;:hyesriirl‘:;(?qf: { e . } 1 ‘ |L i i E I *‘
[—— — T o | remomon |
nouvelles U S g

mises en place

i
L ——
palmeties et rameaux

meécanismes de .
> durée de la phase A en

reagulafion . .
croissance actlive

]

FIGURL 11

Représentation schématigne des différenciations élémentaires et des mécani
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Le développement des thalles du L. lignosus a partir de la basidiosporc
passe par trois étapes principales qui se succedent toujours dans le méme
ordre : phase A, phase B et phase agrégée, Ces différents stades sont repérés
facilement par des changements de morphologie correspondant & l'apparition
de nouveaux types de filaments. Des différenciations internes précédent et
préparent ces changements de forme. Au cours de la phase non agrégée,
certaines des caractéristiques de la phase B sont mises en place dans le
mycéliwn de la phase A, L'étude des conditions d'apparition des palmettes &
partir du mycélium non agrégé montre & l'évidence que l'agrégation est déja
préparée au sein du mycélium de la phase B,

Des potentialités nouvelles, telles que la polarité et 1'agriégation,
se manifestent successivement au cours du développement. La polarité mise
en évidence chez le L. lignosus apparait & la suite du bouturage ; elle se
traduit, sur milieu malté, par la nature du mycélium régénéré sur le
front et a la boase des boutures. Cebtte propriété est exprimée aussi bien
por les filaments B que par les structures agrégées.

L'agrégation se manifeste d'abord par un rassemblement des filamcnts

en faisceaux ot des modifications morphologiques portant sur la ramification.
les études réalisdes sur le maintien et la perte de 1'état agrégé donnent

des renseignements intéressants susceptibles dferienter les travaux suv le
déterminisme de l'agrégation. Nous savons, en effet, guc les informations
néceséaires au naintien de 1'état agrégé circuleant a la fois par voeoie interne
et par voie externe,

Les phénoménes de développement du L. limosus sont tous influencés
par les facteurs externes., Le déroulemcnt normal de la merphogéneése n'esh
possibfe que dans un environnement dont les caractéristiques ne varient pas
au-dclid de certaines limites, Ces facteurs externes jouent un rdle iris
important dans le passage de la phase non agrégé & la phase agrégcée, On sait
depuis longtemps que 1'initiation des palmettcs ne peut aveir lieu gue dans
des conditions particuliéres de milicu ; la présente étude montre que les

. A . . - . . ) . P - »
némes conditions sont nécessaires au maintien de 1'état agrége.

Ta premiére partie de notre travail a porté sur les faits morplholegi~
ques du développement et sur leur mise en place dans le terns et dans
1'espace. Les conclusions auxquelles e¢lle aboutit permetient 4!'étudier les
mécanismes de développement des thalles. Nous examinerous successivement les
phénomesies de corrélation aciifs au sein des thalles et les phénoménes de

polarité. Nous rechercherons enfin quel est le déterminisme de 1tagrégation.



DEUXTEME PARTIE

ETUDE DES MECANISMES DE DEVELOPPEMENT DES THALLES

CHAPITRE IIIX

NATURE ET ROLE DES CORRELATICNS AU COURS DE LA MORPHOGENESE DES TIIALLES NON
AGREGES ET AGREGES

Ltétude de la morphogéniése de 1'apparcil végétatif du L. lipnosus
et de la mise en place aun cours du temps des différenciations ¢ldémentaires

qui jalomnent le développeuent monire gu'un thalle se comportc ceime un

individu au scin duguel les différentes parties sont interddépendantes, Cettie
interdépendance se manifeghte plus purliculiérement & deux stades du

déveleoppement, tout d'abord & l'occasion du passage de la phagse & & la

phasc B, ensuite, lors de¢ la production et de la ramification des polinettes.

A - LS COTADIATIONS LIYCELTUM INTRAZATRICICL — MYCILIUM SUPENIITTLL AU SEIHN

D“S THALTZES NON AGREGIS,

Les résultats de 1'étude morphologique du développement du mycéliun noy

agrégé permettent de caractériser le passage de la phase A &4 la phase B

par 1'inversion des relations existant cntre le mrcélium intramatricicel et
le mycélium svperficiel au cours de chacune des phases. TPendant la phase 4,
"la croissance c¢n longueur est assurde par les filaments intramatriciels A

et le mycéliwa adrien nait de leur ramification. Peadant la phase 3, ce

sont av contraire les filaments superficiels B qui sont responsables de
1'extension du thalle et le myciélium intramatiriciel est issu de leur rewmili-
cation, Il est possible gue le chancement de phnse corrcespondant & cctie
inversion soit sous la ddépendance de corrdélations existani eutre les
systtumes intramatricicel el superflicicl du thalle § c'esl ce que nous

M - s - e R N LN B yrr.ry oy L =y e
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1 - Corrcélations mvedlium intvamatriciel - mycélivm superficicl au cours

de la phasec A.

Pour évudier expérimentalement ces corrélations, il suffit de comparer
la morphogéncse de thalles témoins ou les decux systémes mycéliens peuvent
sc¢ développer simultanément et la morphozénése de thalles ou la croissance
de 1'un ou l'aulre systeme est supprimie.

Pour empécher le développement du systéme intramatriciel, il suffit
de déposer les scais sur une membrane de cellulose telle que les pores
soicnt de diamétre inférieur & ceux des filaments (membranc de cellophane,
filtres Millipore avec des pores de 0,22 u ou 0,45 p de diamdtre) ; les
témoins sonl constitués par des cultures faites dircctement sur le milicu
gélosé ou sur des membranes dont les pores sont de diamétire suffisant pour
laisser passer les hyphes (filtres lillipore avec des pores de 8 p de
diambtre). Inversenent, pour cmpécher la croissance du systéme superficiel,
il suffit d'ensemencer les boutures sous une menbrane de cellephane
seuls les filaments intraomatriciels peuvent se développer dans ces
conditions.,

4 hj

Ces expériences ont ¢été réalisdées & partir de boutures de petite

i

4
T

[N

taille prélevées dans des cultures des souches D1 et 3204, sn: milieu mo
/temoins . s .
Les thalles/se développeunt successivenment dans les phases A puis B,
la durdée moyenne de la phase A étant de 7 jours pour la souche D1 et de
5 jours pour la souche 3204, les cultures témoins cnsemencées sur filtre
Millipore avec des pores de 8 p de diamétre évoluent de maniire identigue,
mais la croissance est légérement ralentie,

Quend les thalles sont faits uniquement de myeélium superficiel,

leur croissance diamétrale cst plus forte que celle des témoins (pl. Xi11)

:
ceci €tant dfii & une apparition plus rapide des filaments B, la durde de

la phase A est, par rapport au témoin, plus courte de deux a trois jours
en KoyeInce .

Quand les houtures soni enscmencdées sous unce uembrane de cellsphane,

les dimensions du thalle intramatrieicl réménérdé avgmentent jusgu'a devenir
supériecures & celles de la membrane de cellophane § & partir de cet inghant,
le mredlium adrien peut & nouveau se développer (fig, 12). Tes filamenis B
n'apparaissent que 24 & 48 heures apivs la différenciation du systeme

adricen dressd, clors qutils sont 2834 présents doms des cultures




Témoin: systeme superficiel Sur cellophane: systéme
el systeme intramatriciel superficiel seulement
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Témoin: sur filtre avec pores de 8p: Sur filtre avec des pores de 0,45u:

systéemes superficic! et intramatriciel sysfeme superficiel seulement

PILANCHE XIIX

InTlucnce des corrélations myedlium superficiel-myeclium intramatriciel
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d'dge jdentique. Les thalles intramatriciels restent donc dans 1'état A
aussi longtemps que le développement des éléments adériens est interdit,
méme lorsque, chronologiquement, ils devraient se différencier dans 1'état B
L'ensemble des expériences précédentes montre a 1'évidence qu'il
existe des corrélations entre lesS mycéliums immergé et superficiel d'un
thalle de la phase A. Si 1'on cmpéche le développement du mycélium intrama-
triciel, on réduit trés fortement le délai nécessaire a ltapparition des
filaments B, En revanche, si le thalle ne peut croitre que par des filaments
immergés, on allonge indéfiniment, dans les limites de 1l'’expérience, la
durée de la phase A. Dans les conditions normales ou les deux systémes
coexistent, ces corrélations sont responsables de la morphogéndse en contro-
lant le passage de la premiére a la deuxiéme phase du développement. Le
délai nécessaire & l'apparition des filaments B peut en effet &tre modifié

si on supprime les interactions entre les deux types de mycélium.

2 - Différenciations internes au cours de la phase A,

Nous avons montré dans le chapitre IT (p. 30 ) que la différenciation
vers l'état B est préparée au sein du mycélium de type A. En effet, des
cellules appartenant morphologiquement 4 la premiére phase du développement
sont susceptibles, lorsqu'elles sont bouturées en masse, de régénérer
directemenﬁ’d¢§:?ilhments B. . '

La difféféﬁéiation interne ainsi mise en évidence peut, théoriquement,
étre induite par une altération du substrat sous 1l'influeance du mycélium

intramatriciel, La durée réduite de la.phase A quand on emp&che le dévelop-

pement ‘du mycélium intramatriciel est incompatible avec cette hypothase.

Nous avons cherché & savoir si cette différenciation se produit, au
cours de la phase A, dans les hyphes superficielles ou dans les hyphes
intramatricielles. Pour cela, des boutures faites de filaments A ajyant subi

“cette différenciation, donc capables de régénérer directement des filamenis
B, sont découpées en trois semis emportant séparément le myéélium‘superfi—
ciel, le mycélium intramatriciel profond ¢t le mycéliuvm intramatriciel de
la zone moyenne (pl. XIV). Seuls les premiers régénérent d'emblée des
filaments B ; les seconds donnent des thalles~fils qui se développent dans
la phase A ; les boutures prélevées 4 un niveau moins profond régénérent

des thalles gui sont dans la phase B ou des individus nixtes cemposés pour
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partie de mycélium de type B et pour partie de mycélium de type A (pl. XIV).
L'examen du mycélium intramatriciel montre que ces résultats ne peuvent étre
attribués & une densité plus faible des filaments dons les couches profondes
qu'en surface. L'utilisation de houtures de 2 cm de c6té confirme ces faits ;
les senis de 4 cm2 prélevés en profondeur dans le mycélium intramatriciel
régénérent presque toujours les thalles-fils dans la phase A. En définitive,
c'est bien la qualité du mycélium bouturé qui détermine la nature du
nycéliun régénéré,

les résultats de cette expérience sont conformes & ceux exposés
précédemment (fig. 4, p. 30). En effet, les boutures de grande taille
prélevées en arriére du front de croissance dans des thalles de la phase A
régénerent d'emblée des filaments B quend elles proviennent de cultures
dgées de 5 jours au moins, déji recouvertes d'un mycélium aérien dressé
abondant .,

I1s sont encore confirmés par l'expérience suivante. Dans un thalle
obtenu & partir d'un semis de petite taille, 8gé de 9 jours, sur lequel les
filaments B viennent d'apparaitre, on préléve des boutures de 8 mm de
diamétre 4 différents niveaux eniyre le centre de la culture et sa marge
(p1le XIV). Les thalles-fils sont dans la phase A quand les boutures provien—
nent de la partie centrale du thalle, dans une zomne ou il y a trés peu de
filaments aériens dressés j; ils sont dans la phase B quand les explantats
sont prélevés plus & l'extérieur dans un mycélium de type morphologique A
recouvert d'un épais tapis de mycélium aérien dressé, ou dans du mycéliunm
de la phase B,

Le rdole du mycélium aérien dressé des thalles de la phase A dans la
différenciation des filaments B peut enfin &tre démontré directement.
Lorsque le mycéliun aérien qui se développe en arriére du front de croissance

sur des cultures de la phase A est éliminé jour aprés jour, on retarde

indéfiniment 1'apparition; des Blaments 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 B. llle est d'ordre interne et se produit au

sein du nycélium aérien dressé né, par ramification, des filaments A.
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.3 - Les corrélations myeéliun superficiel — myedlium intramatricicl au cours

de la phase B,

Nous avons, jusqu'a maintenant, étudié les corrélations cntre systimes
imaergés et superfliciels au cours de la premiére phase du développement et
montré que les filaments adriens dressés qui se différencient durant le
stade A ont en définitive un fonctionnement de type B : leurs potentialitis
de régénération par bouturage sont identiques & celles des filaments B dans
les mémes conditions. On peut se poser des questions du méme type pour les
systémes mycéliens aéricns et intramatriciels qui coexistent encore au cours
de la phase B, Est-ce que des corrélations existent centre ces deux types
de filaments ? Quel est le mode de fonctionnement des éléments imnmergés nés

de la romification des hyphes superficielles B ?

La comparaison de cultures de la phase B édifidesuniquement & partir
de mycéliwn superficiel ou & partir des systiémes mycéliens superficiecl et
intramatricicl montre que, comme précédemment, il existe des corrélations
entre les ¢léments immergés et superficiels du thalle, Mais clles s'exercent
uniguenent sur la croissance radiale des cultures qui est significativement
plus forte quand scul le mycélium superficiel peut se développer.

Pour déterminer le mode de fonctionnement des filaments appartenant
morphologiquement & la phase B, nous avons utilisé des boutures faites de
mycélium superficiel ou de mycélium intramatriciel profond. Afin d'éire sir
que le systéme immergé dérive de. la ramification des filaments B et non de
la poursuite de la croissance des éléments intramatricicls de la bhouture,
les cultures-moéres sont réalisdes sur unc membrane de cellophane de 6 cm de
diamétre dans des hoites de Pétri de grande taille (¢ 16 cm), contenant
du milieu malté sur une épaisseur de 1 cm (pl. XIV). Les prélévements sont
effectués & différents dxes dana la portion du thalle qui s'est développde
‘au-deld de la membrane de cellophane. les boutures cmportant du mycéliun
superficiel régénérent d'embldée un mycélium de type B, alors que celics
constitudes de mycélium intramatriciel profond donnent un thalle-fils qui
se développe dans la phase A. Les rameaux intramatriciels issus des filowmeunt:
superficiels B se cowmportent donc comme des filaments A. Leur croissance &

1'intérieur du substrat semble entrainer leur dédifférenciation.



- 54 -

Ce résultat a ¢té confirmé en obligeant des filaments B nés de
boutures de grande taille & croiltre & 1'intérieur du substret : il suflfit
pour cela d'ensemencer un tel explantat sous une membrane de cellophane.
Lorsque les filaments intramatriciels sc développent au-dela de cette
membrane, de nouveau sur le substrat librey; la morphologie du thalle reste

caractéristique de la phase A pendant 24 a 48 hecures.

les expériences précédentes permettent de tirer les conclusions
suivantes ¢

a - des corrélations cntre les systimes immergé et superficiel
s'exercent au sein des thalles de¢ la phase B mais elles n'agissent que sur
leur croissance radiale, pas sur leur morphologie ;

b - les éléments immergdés issus de la ramification des filaments B

se comportent comme des filaments A au cours de la régénération.

4 — Adaptation des mycéliums immersdés et superficiels aux conditions de

milieu.

Les expériences précédentes montrent que, quelle que soit la phase de
développement, les potentialités de régénération des filaments immerg:s ct
des filaments aériens dépendent vniquement de leur position par rapport au
substrat. A c0té des stades A et B que 1'on distingue par des caractéres
morphologiques, on peut donc définir deux états I et S qui correspondent
respectivement aux deux modes de fonctionnement des filaments intramatri-~
ciels et superficiels, Au débuit de la phasc A, tout le mycélium est dans
1'état I ; il fonctionne ensuite pour partie dans 1'état I (systéme intram.-
triciel) ¢t pour partie dans 1'état S (systeme superfliciel). Les filaments
superficiels B et leurs rameaux aériens dressés sont dans 1'état S j celui-c
est rapidement perdu dans les ramcaux intramatriciels qui adoptent les
caractéristiques du fonctionncment I.

Certaines des expériences précédentes montrent gque le meintien des
thalles dans les conditions favorables & 1'un des deux états est suivi par
l'acquisition rapide et lc maintien indéfini du mode de fenctionnement
correspondant. Ainsi, nous avons vu gue la durée de la phase A peut Cirve
considérablement allongée quand on cmplche le ddéveloppement du nmycélium
superficicl. La réversion vers le type A du mycéliuwm de la phase B gui so

1 .

divaloppe o 1vindérieqnr du substrat conluit & wune covcijusien jdenticue,
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En revanche, la durée de la phasc A ¢st notablement raccourcie quand le
mycé 11mm.ugnnd1C1el peut scul sc développer, Tous ces faits tendent a
prouver /les états I et S correspondent & une adaptation & des condilions
particuliéres dont on peut soupgonner qu Telles sont en relaticn avec
1tadération du milieu.

Un début de confirmation de cette hypothise a été obtenue ; en effet,
des thalles qui devraicnt normalement se développer dans la phase B sont
incapables de le faire si la culture ecst réalisée dans unc encecinte close,
en présence d'un mélanpge gazeux comportant 1% d'oxygene et 99% d'azote.
Cela preouve que dans un milieu pauvre en oxygéne, seul le mycélium de type

A est capable de croitre,

S5 - Conclusions,

L'étude que nous venons de réaliser permet de sc faire une idée asscwu
précise du déterminisme du passage de lo phase A & la phase B.

Ies filements A de la premicre phase de crojssance se Céveloppent
au sein du substrat dens un milieu partiellement privé d'exygene ; ieur
fenetionnement physiclogigue est du iype I (intranatriciel). Ils dennent
naissance, par roawification, a des filaments adriens dressés qui vivent
au contact direct de 1'air et ont un loncticnnement de £3pc S (nupcrf1c1e]
Entre ces deux systemes de physiolegiesdifférentes s'exercent des corréla-—
tions qui, dens les conditicns normales du dévelcppement, sont responsables
du délai qui précéde le passage & la phase B, Cclui-ci esl marqué por une
différenciation morpholegique et correspond & 1l'établissement d'unc prédo-
minance de 1'état S sur 1'état I ; il est préperé par l'appurition du mode
de fonctionnement S dans le mycélium adérien dressé de la premiére phase de
croissance,

Le comportement du L. lignosus en culture ip vitre est & rapprecher
de son comportement dans les comditions maturcelles. Cet cerganisme dispose,
en définitive, de deux systémes mycéliens pour assurer son déveleppenent .,
L'un d'eux semble adapté & la vic & 1'abri de l'air, dans unc amhiance
trés pauvre en oxygene alors que l'autre, au centraire, ne peut sc dévelop-
per gqu'ou contact direcet de 1'almosphire, Lt'existence de ces deux £rat
mycéliens représente un avantage certain du point de vue <velutif, car elle
permet & cette espéce de coloniser un plus grond nombre de swiatratz et

I

dladzpler son comporicenent en fonction de Ylervirennement . les Filopenty 4



sont susceplibles de pénétrer profondément dens les masses lignecuses qu'tils
cxploitent ct c'est vraisemblablement par leur intermédiaire que s'exerce
le pouvoir pathogiéne du perasite. Le r6le cdes filaments B est d'assurer le
passage d'un substrat & un autre (de 1'intérieur de la masse ligneuse a
1'extérieur) ainsi que de permettre le pessage de la structure libre 3 la
structure agrégée, conc le passage c¢e la phase d'exploitation d'un substrat

& la phase de propagation vers un autre substrat.

L'étucde de la morphogénese des thalles agrégés a montré que le
rombre de pulmettes et de ramceux en croissonce est imposé¢ par des nécanis—
mes de régulation intervenant au nivezu du thalle tout entier., les faiscecaux
de filaments agrégés inhibés donnent naissance, dans la zcne apicale, &
des hzphes libres, d'abord superf{icielles puis intramatricielles, qgui
ssent hienidt de s'allonger. Nous rechercherons maintenant quel est le

déterminisne de ces corrélations.

1 - Preuves expirimerntales de l'existence de cerrélations d'inhibition.

Une premicre régulation intervient pour limiter le ncmbre de centres
acltifs de formation des structures agrégées. Ia nature des cerrélations
mises en jeu a été étudide expérimentalement par 1'examen du compertement
des thalles aprés ablation chirurgicale des centres en aclivité,

les expériences ent ¢4¢é réalisées & partir de thalles agrigés de la

souche II4 8gés de 6 & 9 jours, issus de bouturcs de 1 em de c6té déposles

(I’

sur un milieu }MS1 de pli 4,C, contenant 1 g/l d'asparagine. Quancd les centres
de formation sont supprimés avec le milicu sous-jacent, de nouvecux ccentres
actifs sont formés dens des zones qui n'en portaient pas auperavent, &
cencition que celles—ci n'aient pas atteint le stade ou la morge esi
. censtituée uniquement de filaments intramcotricicels. lLorsque les eblations
ne pertent pas sur l'ensemble des centres de formaticn en activité, les
palrettes qui restent sur le {1halle poursuivent Jeur croissance ct, la
plupart du temps, il n'en apporait pas de nouveaat,

Un seccond contrdle est exerceé sur le nombre de ramiflications actives
guc porte unc palmette. Ves expiéricunces identigques aux pricélentes cul dté
réalisdes & partir des nfmes cultvres 8gées de 8 & 16 jours. On repore sux

des palmelies bien développdées des ramenux qui cessent de creitre.

]
e



PLANCHE XV

Influence de la cencentration du milice en asparagire sur lo morpholosice

thalles agréces

1 : C,01 g/l d'asparagcing
2 ¢ 0,1 /1 d'asparagine
% /- T il .
3 1 0,0 /1 d'agparagine
4: 1 g/t dltasparagine >



Quelques-unes de ces structures sont conservées comme témoins ; dans lcs
aultres on supprime tous les rameaux en croissance active ainsi que toutes
les autres palmettes du thalle. la régénération est trés lente an niveau
des lésions ; en revanche, il apparait sur les rameaux précédemment inhibés
un mycélium aérien dense qui initie de nouvelles structures agrégées, Cette

-

régénération se produit guelquefois sur les palmettes censervées conme

-,

témoins, mais elle est beaucoup plus rare.

les cxpériences précédentes montrent gque les divers centres de
croissance d'un thalle agrégé ne sc comportent pas commic des unités indé-
pendantes mais sont le siége de cerrélations qui se traduisent par
l1'inhibition de certains d'entre cux. Ces zones inhibées peuvent donner
naissance & de nouvelles structurcs agrégées si on supprime les centres de
croissance actifse. Les mécanismes de régulation intererganiques sont done
bien des corrélations d!'inhibition annlogues 4 celles décrites aussi bicn
2T

chez les €hampignons (LARPINT, 19G65) que chez les Fhandérogemes (CIAPAGTAT,

1969).

A1

2 — Influence des facteurs externes sur 1'intensité des corrdélations

d'inhibition,

Ies conditions externes jouent un rdle important dans 1'aspect
merphologique des pelmeties. En agissant sur les facteurs de l'envirennomwent
ou sur la cenposition des milieux de culture, on peut faire varier,
presque & volonté, les caractéristiques de la palmette, Les résultats
détaillés de cette étude seront publiés ultérieurement. Parmi les facteurs
précédents, certains semblent intervenir plus spécifiquement sur ltinten-
sité des phinoménes de corrélation ; c'est le cas de la quantité d'azoete
organigue (isponible dans le svbstrat. A titre d'exerple, nous étudierens
ses effets ex utilisant l'aspoeragine cemme scurce dlazote.,

Dans une premicre série d'ecssais, nous avens obzervé les variations
du pourcentage dl'inhiibition des initiales de palmettes cn fonction de la
richesse du substrat en asparagine. Des boutures de 7 mua de cdté e Io

1 o

souche IIM, prélevies dans des cvltures sur cellephane fzdcs de & Joursg sont
repiguées sur des milicux LS, de pH 4,0, centenant C,C5, 0,8 ct (,& /1
[

Alasperagine. Les mesurces du noembre d'ébauches régdnérées et dn rendve do

palniettes en cercigsance aetive 11 jours aprés le reopiguage perncttent deo
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calculer le pourcentage de palmettes inhibées dans les différents milieux.
Ces deux caractéristiques des thalles agrégés augmentent en méme temps que
la dose d'asparagine croit (tabl. III). la premiére varie plus fortement que
la seconde j il en résulte que le pcurcentage d'ébauches inhibées diminue
quand la richesse du substrat en asparagine augmente,

Nous avons étudié de la méme maniére la croissance et la ramification
des palmettes. Le milieu de base, identique au précédent, est complémenté
por les quantités suivantes d'asparagine : 0,01, 0,1, C,3 et 1 g/1. Les
variations morphologiques observées sur ces différents substrats (pl. XV)
portent sur le nombre de palmettes par thalle mais égnlement sur le nombre
de rameaux actifs par palmettes. les stiructures agrégées obtenues sur le
milieu contenant 0,3 g/l d'asparagine portent deux fois plus de rameaux
actifs que celles qui se développent sur le substrat qui em contient seule-
ment 0,01 g/l (tabl. IV). Comme la vitesse de croissance des palmettes varie
peu, cela correspond effectivement & une ramification plus intense.

Des expdriences précédentes, il ressort que l'asparagine a une
influence trés marquée sur les corrélations d'inhibition. Plus le milieu
contient d'asparagine et plus les pourcentages d'inhibition sont faibles.
Des facteurs trophiques irtervienunent donc dans les phénoménes de corréla-

tions observés,

3 -~ Influence des facteurs internes sur les corrélations d'inhibition.

Le rSle des apex en croissance dans les corrélations d'inhibition peut
s'exercer de multiples Tagons. On invoque classiquement, parmi d'autres
mécanismes possible le drainage, & leur profit et aux dépens des auires, de
substances en provenance de la partie centrale des thalles ou bien 1l'action
de substances synthétisées dans la zone apicale, vers l'farriére, sur les
zones inhibées. Un cheix est possible entre ces decux hypothéses. En cffet,
8i, dans les deux cas, lcs sites d'action sont toujours les apex, les lieux
de synthése et le sens des transports sont différents. Les effets de
1'interruption de ces transports & divers niveaux doivent alors permeltire

d'invalider 1'une des interprétations possibles.,

Deux sérices d'expdéricences ont 6ié réaliasdes, 1'une avec des thalles
qui régénérent peu de palmettes & partir de centres de formaticn discoubinus
localisés en arriére de la marge, l'autre avec des thalles portant de

nophreuses palmettes formées & partir d'une couroanc conbinue de mycélium
-
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adrien dressé, Les structures apripées se développent & partir de thalles

de type B de la souche II4 obtenus sur milicu malté et cellophane que 1'on
transfére, aprés trois jours de culture, sur um substrat MSI & plI 3,5, les
traitements sont e(fectués une semaine apris le transfert ; la lecture des
résultats est faite § jours plus tard.

Dans le premier cas (fiz. 18 A)pn\sépare les palmettes des centres de
formation soit par une simple incision au scalpel, soit en cnlevant avec la
cellophane sous-jacente toute la zone portant du mycélium adrien dressé.
Dans les cultures témoins, 1S% seulement des pulmettes formées initialement
sont inhibées alors que dans les cultures traitées, 1'inhibition affecte
respectivement 86 et 78% des siructures agrigées formdes.

Dans la deuxitme série d'expériences, on procéde, & des ablations plus
ou moins importentes de mycélium non agrégé dans la partle centrale de la
culture (fig.13 B). Dans les thalles témoins, le pourcentage d'inhibition
des palmettes est de 43% ; ce pourcentage anguente en wdme temps gue la
masse de nycélium libre enlevée cn arriére des palmettes jJusgu'd atteindre

84% lorsque tout le mycélium non agrégd est suppriné.

Dans aucun de ces deux cas, on ne peut attribuer les cerrdlotions @

1'intervention de substances inhibitrices synthétisées par les apex 3 en

ife s ahlations des zones situédes en arritre devraient &ire saus
effet, Ie hlat 1 tué en o e devraient

=S
(D

influence sur les corrdélations. In revanche, les résultats s'interpritent
trés bien en admettont que les corrdélations résultent de la concurrence guf
se manifeste entre les différentes zones en croissance pour des substances

synthétisdes en arridre et trangportées dans les filamentse.
Y P

4 -~ Conclusions.

Au cours du développement d'un thalle agrégéd, tout ze passe cn
définitive comue si le thalle lui-méne, por 1'intermédiaire des inlerac

-, -

intervenant cntre les structures agrésées qu'il porte, ¢tait capable de
stadapter & une situation domnée dons laguelle entrent on jeu des u

PR . . cN
inte s (massc et nature du myedliun non apgrégé dted partent les palmetic:)

et des factcurs externes, en particuwlier, la composition duv nilicn 2n

v

substances nutritives. Cette aduptation se {raduil par lo quauntitd de zmyed-

-

Tiwa acrdégd répdndérd {action & Ja fois sur le nembre de palmetics ¢t sur lo

nombre de ramcaux par palmette).

-



Les facteurs internes qui intervicenunent dans ces corrélations sont de
toute ¢évidence véhiculés par les hyphes puisque lorsqu'on interroupt la
continuité entre le thalle non agrésé et les palmettes, les filaments de 1a
marge en croissance se dissocient ;3 ce transport se fait sous 1'influence
des apex qui cxercent unc compétition a leur profit. Si 1'on supprime les
apex des palmettes en croissance, cette compétition est suspenduc ct les

zones précédemment inhibdées donnent naissance & de nouvelles palmettes.

T DISC

Les mécanisumes de régulation qui se manifestent au cours du dévelop-
pertent des thalles du L. lisnosus interviement dans les deux phascs non

agrégées et agrégées de la morphogénese.

Au cours des stades non agrégés, les interactions s'exercent enire

les systéumes mycéliens superfliciel et immergé. Elles sont responsahles du
délai nécessaire & 1'apparition des lilaments B dans une cultuvre de la

phase A, donc de la durdée de cette phasce. Llles interviennent encore dans
les thalles de la phase B et agissent sur la vitesse d'élongation des
filaments superficiels B, Ces corrdélaticns correspondent & des interactinns
entre deux systémes mycéliens I (intrematriciel) et S (superficiel) dont
les cetivités physiclogigues semblent différentes j l'installation de la
prédominance du systéme S caractéristique de la deuxitme phase du dévelop-
pement est préparde au sein du mycélium adéricen dressé issu de la ramifica-
tion des filaments intramatriciels A.
Une deuxicéme séric de corrélations intervient dans les thalles

régés entre les divers centres de croissance. Elles sont responzahles du
nomhre et de la localisation des centres de feormation des palimettes, du

nomhre de cexntres actifs et enfin du nombre de rameaux actifs portdés par

les paluettes. Elles n'exercent gu'une action trios faible sur la vitesse

¢

S
d'élongation des siructures agrégies. Ces phénoménes ont pour origine 1
concurrence gui s'établit entre les centres de croissance pour des laucticurs
provenant de Marricre ; ils se traduisent aun niveau des zones inlkibées
1

A

par la pevte de 1'8tat amrdégd et par 1'ars-8t de la croissance.
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La misce en ¢évidence des interactions gui s'exercent

différentes parties d'un thalle est un {fait relativement rdéceni alors que
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les corrdlodinns: ivforvenant an ceurs du divelappoment des planton send



connues et dtudides depuis beaucoup plus longtemps (revuc de ces phénomdnes
par CHAMPAGHAT, 1969 ; PHILIPS, 1969 ; WARDIAY, 1968 ; WARDING ot PHILIDS,
1970).

ILes corrélations décerites chez les Chﬁmpi"nons pcuvent s'exercer de
maniéres Lrés diverses. IARPENT (1966) o mis en dévidence un phénomdne de

dominance apicale chez le Phialophora atva v, Beyma, caractérisé "per une

vitesse de croissance de l'axe principal supériecure & celle de tous les
rameaux latdéraux et par l'accélération ou la reprise de croissance d'une ou
plusieurs ramifications aprés ablation du somuet principal®. I1 a montré
que chez d’autres espdces, le mycélium est le siéze de corrélations plus
originales portant sur la proportion de ramifications en croissance

(Rhizoctonia solani Kiin et Neurospora crassa Shear et Dodge) ou sur la

distance entre deux rameaux successifs (Saproleonia monoIca Prin essheim et

Achlya hisexnalis Coker).

Des compdétitions peuvent iwtervenir entr 5 apex des axes et ¢
Des tit euvent terven entre les apex de es ct
centres de croissance, par cxcuple les ¢bauches de selérotes du Corticium
rolfsii (Sacc.) Curzi (GOUJCN, 1967 a et b). In perturbant ces corrdélations,
on peut provoguer expdérimentalement la Tormation de sclérotes au cours A'wm.c
hase du développement durant laguelle les ébauches n'apparaissent pas
i 1 i i
spontandment . Cn a décerit égalenent des corrélations entre les régions axdes
des filaments et leurs extrémités jeunes (CIEVAUGIEON, 1959 ; CUHIZVAUGZON ct
J ’ 5
NGUYEN VAY, 1969) 3 le facteur ddéterminant la zonation d'un mutant "vaguc”

de 1'Ascobolus immersus Fr. et du Podospora anserina Rehum sitge dans les

43 o {: 1 aom s r 3 I Nt “ma v 4 Y
parties &gdes de la culture et se propafe par voie interne du centre vers
la périphirie du thalle. Si on enleéve chague jour le centre du thalle en ne
laissant en place gve la marge en croissance, la culturc restc non zonce,

Des corrdélations seont susceptibles d'inbtervenir entre le nyedlium
végétatii ol des orsancs différencidés. Ainsi la néofermation d'éhauches

latérales sur les sporangiospores du llucor proinii n'est importanie que si

les relations avec le mycéliwm végétatif sont maintenues (GAUDLT DUPCONT G.,

1870). Les ébauches de sclérotes du Corticium rolfsii (ILNIS ¢t CHIT, 1268),

de mlme que les cordmies du genre Doratomees  Corda(BRITCM, 1971 b) nw
poursuivent lour croissance et leur ddveloppement gue lorsyu'elles rezhaont

A

cn relation avee le mycdlium végdtatif eavironnant. Les relations enire
mycélium Yikre et structures acsrégdes de type vhizowsrphigne
déerites dans 1'inbroduction de ce mémoire sont du wmlme Lype g

précédentes,
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Cn connait cenfin des interactions qui s'exercent au cours de la crois-
sance des carpophores massifs de certains Basidiomycites ; BORRISS (1931)
a montré que le développement des fructifications du Coprinus lagopus Fr.
est stoppé si les lameclles sont excisdes suffisarment tot. Des substances
de type Rormonal scraient susceptibles d'intervenir ; ROBBINS et IIERVEY
(1959) pensent que au moins trois substances de croissance différentes
jouent un role dans la formation des carpophores du Poria ambirua. Des

chercheurs japonais (JAGIMOTO et KONISII, 1959-1960 ; URAYAMA, 1956) ont

’

montré que la courbure du stipe de 1'Araricus bisporus (Lange) Imbach ct de

1'A. campestris L. ex Fr. qui suit 1l'ablation des lames sur un cdté
seulement du chapeaun serait due & 1'influence de substances hormonales,
synthétisées dans les lamelles, sur 1'C¢longation du stipe.

Des corrélations trés diverses sont donc susceptibles de s'exercer
au sein des thalles construits par les Champignons. les interactions entre
les parvies immergées et superficielles d'un mycélium vigétatif constituent
un nouveau type de corrélations. Ie L. liznosus offre le premier exemple
étudié d'interactions de cettc nature ¢t le premier cxemple de contrdle,
chez les Champircnons, d'un phénoméne de différenciation par la wmodification
de ces imnteractions.

les corrélations enire les cenires de croissance du thalle agrégé

ressemplent beaucoup & cclles décrites chez le Corticiun rolfzii et, dans

wne certaine mesure, aux phénom?nes de dominance apicale si 1'on wdmet gue
les interactions s'exercent non pas au niveau des apex des filaments commc

chez le Thialophora atra mais au niveau des zroupes d'apex représentés par

les points de croissance des structures agriégdes.



- CHAPITRE IV

MANIFESTATION ET DETERMINISMZ DES PHENOMENES DE POLARITE

Dans les conditions naturelles, le cycle de développement du
L. lignosus met en jeu deux phénomtnes principaux : l'envahissement de
substrats nutritifs par des filaments libres et la propagation par les

- »

structures agreégées., Lorsqu'un substrat est envahi, le parasite l'exploite
ot q H £
dans sa totalité ; les filaments ont la possibilité de croitre 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 maniére précédente, sera d'autant
plus efficace qu'elle s'effectuera plus longlemps dans une seule direction.
En effet, elle aboutira & un épuisement moins rapide des réserves nutritives
du substrat que si la croissance des filaments se poursuit dans toules les
directions. Or, c'est précisément ce qui se réalise avec les structures
agrégées qui assurent la progression en avant par un faisceau de filamenis
croissant dans une seule direction, 1l'envahissement latéral & partir de ces
faisceaux étant lui-méme 1limité au nombre de rameaux actifs portés par la
palmette. La manifestation d'une propriété dans une seule direction de

cspac ici la croissance, correspond & la définition méme de la polariié,
1'espace, 1 s d la définit é

.

Lt'examen du

lignosus dans les conditions naturelles permet donc de
conclure que scul le mycélium agrégé est polarisé,

Les résultats de 1'étude morphologique des cultures réalisées in vitro
& partir d'une basidiospore confirment les conclusions précédentes et
apportent un début d'explication de ce phénoménc, Toute structure filamen-
teuse est polarisdée du fait de 1l'orientation de la croissance., La morphologi:
des filaments qui participent & 1'édification des thalles du L. liznosus
montre que l'orientation de leur croissance est de plus en plus stricte au
fur et & mesure qu'ils éveluent vers 1'état agrégé. La réduction de la
vitesse d'émission des ramecaux et de 1'angle de ramification observiée guand
on passe du filament A au filament B puis aux filaments agrégés est
conforme a cette coanstatation. Ces caractéristiques conduisent & un envahis-

sement wniforse du substrat aussi hien en nprofondeur gu'ten guriace por les

4



filoments non agrégés et a un envahissement trés inégal des milieux gélosés

paer les organes rubannés que sont les premiéres structures agrégées.

La morphologie des thalles obtenus a partir de boutures faites de
chacun des trois types mycéliens considérés précédemment fait apparaitre
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 régéneérent sur milieu malté de maniére
uniforme sur leurs différentes faces 3 loréque des boutures identiques sont
prélevées de la méme fagon dans des cultures de la phase B ou dans du
mycélium agrégé, elles régénérent d'emblée des filaments B du cété apical,
des filaments A puis B aprés un délai variable, du co6té basal des boulures.
Ia croissance beaucoup plus lente des filaments A par rappori aux filaments
B suggére ainsi un moyen simple de chiffrer 1'intensité de la polarité : il
suffit de calculer le rapport entre les croissances radiales mesurées du
coté apical et du c6té basal de la bouture, Plus ce rapport est élevé et
plus la polarité est inlense j la valeur 1 indique l'absence de polarité.

Les mémes houtures repiquées sur un miliev permettant l'lagrégation
maenifestent leur polarité par le nombre de palmeltes apparues sur les
différentes faces de la bouture et par le délai nécessaire & leur appariticr

Des essais préliminaires ayant montré que la pelarité de régénération
se traduit de manieéere analogue sur les deux types de substrat, la majorité
de nos expéricnces ont été réalisées sur le milieu molté d'un emploi plus
facile., Grice & cetie technique, nous avons pu étudier avec précision la
menifestation de la polarité chez les différents types mycéliens du
L. lignosus, et sa mise er place au cours du développement, puis aborder

le probléme du déterminisme de ces phénoménes,

A - MANTFESTATICN DE LA PCLARITE DS DIFFERENTS TYPES MYCELIZNS.

Ia technique précédente a été appliquée aux différents types mycéliens
du L, lirnosus afin d'avoir une preuve expérimentale de la présence ou de
l'abscence de ces phénoménes ¢t de déterminer les cenditions de lcur wmanifes-
tation et de leur maintien.

Pour éliminer une action éventuelle du milieu sous-jacenit, toules
les cultures-méres ont été réanlisdes sur une membrane de cellophane, Selon

le substrat choisi et la taille de In bouture repigquée, on obtient a
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manifestations de la polarité sur milieu malté au cours de
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ation de houtures de différents types

de type A - howbure 7 x 7 nm.

de type B - bLouture 7 x 7 mn.
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agrégé — palmotte de 1,5 cwm de longuecur,



volonté des thalles qui se développent dans la phase A ou dans la phase B,
ou des structures agrégées. Les boutures sont prélevées dans la marge en
respectant les apex en croissance. lLeur taille a éLé choisie & la suite
d'essais préliminaires j par suite des curactéristiqués du développement
(taille réduite des jeunesg thalles de la phase A en particulier) et de la
morphologie trés différentes des structures libres et agrégées, il nfest
pas possible de choisir des boutures de taille uniforme. Les explantats
faits de filaments A mesurent 7 mm de ¢dté ; ceux qui emportent des filament
B ont la ménme taille ou des dimensions supéfieures (15 x 15 pm) ; enfin,
les boutures de mycélium agrégé sont constituées par des palmettes de

2,5 cm de longucur, L'existence de boutures de deux tailles différentes
pour les prélévements faits dans les thalles de la phase B permet de conmpo-
rer les résultats obtenus aussi bien avec le mycélium de type A qufavec les
structures agrégées, ces derniéres cmportant une quantité de mycéliun a peu
prés équivalente a celle des boutures de 15 ma de c8té faites de filaments

B.

Des courbes de la fig. 14, il ressort que les boutures prélevies dans
un thialle de la phase A régénérent de fagon uniforme sur tcutes leurs
faces (courbe A) 3 le rapport entre la croissance du cdté apical et hasol
des semis reste toujours voisin de 1, ce qui traduit 1'absence totale de
polarité,

En revanche, ce phénoméne est trés intense, dés le début de la régé--
nération, pour les boutures faites de filaments B et pour les structures
agrégées (courbes C et D) ; son intensité diminue rapidement et devient
trés faible dans les thalles dgés de 4 & 6 jours. la polarité des jeunes
thalles est plus marquée quand ils provienneant de structures agrégées
mais elle disparait un peu plus rapidement. Les filaments B régénérent de
maniére polarisde méme guand la bouture est de taille réduite (courbe B),
égale a celle des semig faits de filaments A, lalgré les variations de
taille des boutures, la comparaison entre la polarité de chague type de
filament reste donc tout & fait valable.

Lo polarité des filaments B ct des structures agréglées se manileste
égalenent quand les boutures régénérent sur un milieu outorisant 1'agréga-
tion. Ves houtures de grande taille prélevécs dans le front de croissance
d'une culture de la souche II4 gqui se développe dans la phase B, ne régéne-
rent pratiguement pas sur les bords latéraux ¢t basal du semis § en

revanche, dec nombreuses paliettes apparaissent rapidement sur la face



apicale de la bouture, la ou les apex en croissance n'ont pas été 1ésés.
On observe les mfmes réactions quand des palmecttes de grande taille sont

repiquées sur un milieu permettant 1'agrégation.

En conclusion, il ressort que la polarité de régénération se manifeste
de maniére a peu prés identique & partir des filaments B et des structures
agrégées. L'acquisition de cette polarité n'est donc pas propre & la
palmette. Comme les filaments A ne la possédent pas, il est certain que la
différenciation qui fait apparaitre cette propriété se produit entre la
phase A et la phase B, C'est ce que nous essaierons de déterminer

maintenant .

D'~ MISE PN PLACE DT IA POLARITE AU COURS DU DEVELOPPIILNT,

L'étude réalisée au deuxiéme chapitre sur les conditions de mise en
place du délai nécessaire & l'apparition des filaments B & fait ressortir
que des boutures prélevées dans le front de croissance de cultures de la
phase A peuvent régénérer de maniére polarisée et donner naissance & des
individus mixtes de type B du c6té apical, de type A sur les faces hasale
et latérales. La polarité de régénération peut donc se manifester & partir
de boutures prélevées dans un thalle qui n'a pas encore altcint le stade B
de son développement. Des mesures précises, basées sur la technique
d'estimation de la polarité ont permis de confirmer les fanits précédents.,

la polarité est donc mise en place en méme temps que la différencia-
tion physiologique, liée & 1l'apparition du mycélium aérien dressé, qui

précéde la naissance des filaments B.

C ~ DETERMINTISHE DE 1A POLATITE.

Aprés avoir étudié les caractéristiques de la manifestation et du
maintien de la polarité des filaments B et des structures agrégées, il nous
faut maintenant rechercher quel est son déterminisme. Ce travail peut &tre

abordé en étudiant 1l'action des facteurs internes sur ce phénoméne,

1 ~ Action des Tacteurs inlernes sur Ia polarité.

Tes essais de houturace § partir de thalles de Ia phnse B (Ch. i1}

-3
W

ont montré que la régénération de cultures asymétrig:ca n'a lien que lo

n

les boutures sont prélevées dans les zones apicales ou sub-apicalese Ios

apex des filaments semblent donc intervenir dans les phénondnes de polariid
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a ~ lole des apex.

L'influence des apex a é1é détermindée en comparant la polarité de
boutures prélevées dans la marge en croissance avec celle de boutures
prélevées en arriére de la marge.

Les explantats de mycélium non agrégé sont découpés dans des thalles
fgés de 5 jours, dans le front de croissance ou & 0,5 cm en arriére, ou dans
des cultures 8gdées de 12 jours ayant envahi la boite de Pétri depuis
6 jours environ. Les boutures de mycélium agrégé sont constitudes par des
palmettes de 2,5 cm de longueur avec leur zone apicale ou aprés ablation
de celle-ci sur 2 & 3 mm, ou par des fragments de palmettes de 2 cm de long
prélevées & 2 ou 3 cm en arriére de la marge j ces deux séries d'explantats
sont découpées dans des cultures-méres dgées respectivement de 9 & 12 jours.
La polarité de régénération est estimée sur milieu malté par la technique

habituelle,

Ies courbes A et B de la figure 15 montrent que les boutures priscs
juste en arriére de la marge en croissance régénérent encore de maniére
polarisée. Cependant, l'intensité du phénoméne et son maintien eu cours du
temps sont considérablement réduits par rapportg & ceux mesurés & partir
de boutures emportant les apex des filaments, la polarisation disparait
complétement quand les explantats sont prélevés encore plus loin cn arriére
de la marge en croissance (fig. 15 — courbe C) ; la régénération étant plus

lente dans ce dernier cas, les premidéres mesurcs de creissance n'ont pu étre

effectuées gque 48 heures aprés le repiquage,

Des résultats identiques ont été obtenus lorsque les boutures sont
ensemencées sur un milieu autorisant l'agrégation, Cependant, 1'cxamen du
mode de régénération de semis faits de mycélium non agrégé apporte des
informations supplémentaires.

Les expériences ont été réalisées avec des boutures rectangulaires
wesurant 5 x 30 nm, la lengueur étanl orientée selon la direction de la
croissance. Ia forme de la bouture, différcnte de celle utiliscée précédem-—
ment, permet de repérer avec plus de précisien la position des polmettes
sur les différentes faces de 1l'explantal ; on compte le¢ nombre de palmettes

apperues dans des zoncs correspondant au {iers apical ou proximel, au tiers



" g &
f e e s ~ [ o~
Age de la Licu de Nombre de palmettes régénérées P Y2 2o,
- ' T femoD | wd3
culture prélevement c5té apical| cdté basal laggtgix Snas58| 5q2
mere ~ %géé & a2
5 j dans la marge 746 0,2 0 38,0 tres g1
a 0,5 cm en
6 J arriere de la 3,4 1,7 1,7 2,0 1,46
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TABLEAU V

Les chiffres représentent la moyenne des mesures effectuées sur 20 thallc

Eiude de la polarité du mycélium de la phase B manifeslée au cours de la

régénération de structures agrégées
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médian et au tiers basal des boutures. On nesure également le délai néces—
saire & l'apparition des structures agrégées ¢t leur croissance radiale.

la polarité des boutures prélevées dans la marge se manifeste per la
localisation trés stricte des palmettes dans la zone apicale (tabls V). Elle
s'atténue quand les boutures sont prélevées & 0,5 cm en arriére du front de
croissance mais apparait encore assez nettement dans 1'élongation des
structures agrégdes. Elle disparait complétement quend les prélévements
sont faits de plus en plus lein en arriere de la marge, dans des cultures
d'dge croissant., L'utilisation de milieux autorisant 1'agrégation permet,en
outre, de mettre en évidence des phénoméncs de polarité qui persistent
beaucoup plus longtemps que sur milieu malté et sur lesquels les apex
n'exercent plus aucune influence. In effet, la régénératicn reste assez rare
sur les faces latérales des boutures, méme guand ces derniéres sont
prélevées dens du mycéiium treés dgé. la polarité qui se manifeste dans ces
conditions est liée & l'orientation des filamenls dans le semis,

Les deux types de polarité apparaissent trés nettement guand des

»

structures agrégées de grande taille sont repiquées sur un substrat permet-
tant 1'agrégation. Nous avons vu précédemment (ch. II, p. 46 ) que, cans
les cas les plus typiques, aprés un arrét momentané de la croissance, les
rameaux de la palmette poursuivent seuls leur élongation et qu'il ne se
forme pas de nouvelles structures agrégées sur les faces bhasale et latérale
de la bouturc. Ces résultats tendent a prouver que les structures agrigées

sont le siége d'ume polarité plus intense que les filaments libres.

Lt'ensemble des expériences précédentes met en évidence le réle joué
per les apex dans la polarité. Mais la présence des apex ne suffit pas, dons
certaines conditions, & maintenir la manifestation de ce phénoumiéne, En effet
lorsque les beutures sont de taille suffisarment petites, elles régénirent

des thalles non polarisés de la phase A. la masse de mycélium emportée par

le semis intervient donc dans les phénomenes de polarité,

b — Influence de lo quantité de mycélium cmportée par la beutvre.
Nove avons utilisé, pour cette d‘tude, des boutures déccupies duns
le front de croissance de cultures de type By, lo taille minimule cerrespoa-
dant aux ¢léments les plus petits qu'il est tcchniquement possibie de

prélever.
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Le repiquage de filaments B isolés, portant de 1 & 4 rameaux, ne
modifie généralement pas leur croissance § dans quelques cas seulement, on
observe la régénération d'un nouvel apex dans la zone sub-apicale. Mais,
rapidemént, le filament et les différents rameaux pénétrent dans le substrat
et se développent dans la phase A, Cetle réversion ne se produil pas si
on bouturc en masse des filaments beaucoup plus longs. Ceci est démontré
facilement & partir de semis,prélevés dans la marge de cultures de type 1,
dont la largeur est constante (2,5 mm) et la longueur croissente (2,5 &

12,5 mm). On peut dire schématiquement gu'ils emportent toujours le méme
nbmbre de filaments ; seule leur longueur est varichle., Or, ces boutures ne
donnent lieu & la manifestation et au maintien des phénoménes de polarité
que lorsqu'elles sont suffisamment longues.

les boutures de différentes tailles faites de mycélium agrégé se
comportent de la méme maniére que les précédentes. Les plus petites sont
constitudes par des rameaux de¢ palmettes, fails de filaments treés agrigés,
coupés & 0,5 cm en arriére de la zone apicale ; elles régénérent des
thalles trés nettement poldrisés comportant des filaments B du ¢Gté apical
et desg filaments A du cdété basal, Mais, plus ou moins rapidement, les
filaments B plongent dens le milicu et le thalle tout entier se développe
dans la phase A. Quand les boutures sont de plus grande taille (1 cm), elles
donnent, naissance & des cultures polarisées semblables & celles provenant
de palmettes de 2,5 cm de long.

la polarité peut donc se manifester & partir de fragments de filaments
conportant un tout petit nombre de cellules., Cela démontre de maniére
évidente que ce phénoméne est une propriété des files de cellules censtituan:
le filament et que la polarité de régénération traduit la polarité des
filaments eux-némes. Mais, les expériences précédentes prouvent également
que ]a'polarité est en relation avec la stabilité des caractéeres mycélicns
B ; ce phénomc¢ne ne persiste, cn effet, que si la bouture est de taille

suffisante.,

L'étude de 1'influence de quelques facteurs interncs sur la
pelarité permet de tirer trois conclusions essenticlles :
~ Le phéncméne semble plus intense sur les structures egrégées que sur
les filaments B libres ; cela apparait aussi bien dans la régénératicn qui
svit dimdédiatement le repiguige que dans les résuliats obtenus: par Jlensce-

.

menceneni. de boutures de diiférentes tailles.



—~ la comparaison des résultats obtenus sur le milieu malté qui ne
permet pas l'agrégation et sur un substrat qui l'autorise semble indiquer
que polarité et agrépation pourraient, au moins cn partie, dépendre d'un
méme déterminisme.

- Enfin, les phénoménes de polarité dépendent étroitement de la
présence d'apex fonctionnels d'une part, de la masse mycélienne située en
arriére de ceux—ci d'autre part. On est ainsi tenté de les expliquer par
le droinage sous l'influence des apex en croissance et dans leur directlion,
de substances synthétisées en arriére de la marge par les cellules plus
dgées, C'est avec cette hypothese de travail que nous avons abordé 1'étude

du déterminisme de la polarité.

2 - Déterminisme des phénoménes de polarité,

Lthypothése énoncée ci-dessus suppose que trois facteurs différents
entrent en jeu pour aboutir & la menifestation de la polarité : la synthése
de substances dans les cellules situées en arriére de la marge, le transport
de ces substances poar les filemenlts, et le drainage en direction des apex
en croissance.

Ie réle des apex, que nous avons démentré précédemment, peut théori-
quement s'exercer de deux maniéres, soit par drainage de substances en
provenance de l'arriére, soit par émission d'inhibiteurs qui migrent vers
l1tarriére et empéchent la régénération des filaments B. Le choix entre ces
deux hypothéses peut &tre fait & partir d'expériences dansblesquelles on
fait varier, dans les boutures, le rapport relatif entre le nombre d'apex
en croissance et la masse de mycélium située en arriére. Si les apex
exercent leur action par l'intermédiaire d'un inhibiteur, plus ce rapport
sera faoible, et moins la polarité sera intense ; en effet, l'inhibiteur
sera dilué dans une plus grande masse de mycélium. Clest l'inverse qui
- devrait se produire dens la deuxiéme hypothése, Or, nous avons vu dans
1'expérience metianl en jeu des boutures de 2,5 mm de largeur et de longucur
croissante (2,5 & 12,5 mm) que la polarité ne se manifeste que lorsque la
bouture est suffisamment longue, Il faut donc admetire que les apex exercent
leur action par drainage de substances provenant de ltarriérc des thalles.

Cela est encore plus évident quand on considére la polarité manifesidc
au cours de la régénération de structures agrégées, Nous avons vu précdéden—

ment que les phénemtnes de corrélation enire centres en creissance d'up

»

thalle agrégé s'expliquent par une compétilicn pour s subsiances prevenant



de 1'arriére du thalle. On comprend mal pourquoi 1l'inhibition de la formatio
des palmettes dans la zone basale d'une bouture polarisée serait due & un

autre itype de phénoméne.

Le drainage en direction des epex peut théoriquement porter sur des
substances synthétisées dans le mycélium &gé ou sur des substances
absorbées dans le milieu et transportées sans modification vers les zones
en croissance. Dans le premier cas, le phénoméne doit &tre indépendant du
substrat, au moins au début de la régénération ; dans le second, au
cbntraire, la valeur nutritive du substrat devrait intervenir. Des expérien-
ces effectuées avec des boutures identiques ensemencées sur de 1'eau gélosée
(ec g/l) et sur des milieux gélosés contenant 1 g/l et 20 g/l d'extrait
de malt montrent que la compositicn nutritive du substrat est sans action.
I1 est donc vraisemblable que le drainage s'effectue sur des substances

synthétisées au sein du mycélium, en arriére de la zone en croissance,

les relations entre ies transports par les filaments et les phénomenes
de polarité ont été étudiés de deux manidéres.

On ne connailt pas la noture chinique des substances gqui agissent dans
les phénoménes de pelarité, Il est donc difficile de démontrer qu'elles sont
transportées par les filaments. Néanmoins, on peut monirer que le transport
de substances nutritives est possible dans les hyphes du L. liznosus.
L'utilisation d'un dispositif expérimental identique & celui utilisé par
SCIUTTE (1956) et LARPENT (1965) qui oblige le Champignon a se développer
sur deux milieux justaposés dont 1'un est déficient en une substance nubri-
tive, a permis de montrer que les transports de substances azotées sont
possibles dans les deux sens.

On sait par ailleurs qu'il cxiste des inhibiteurs des mouvements
cellulaires & l'intérieur des hyphes ;3 GOUJON (1965) a montré que lc PCHD
(acide para—chloro~mercuri—benzoique) exerce unc telle action sur le
Trachysphaera fructigena Tabe. et Bunt. En éupposant que cette substonce

agisse de la mlme maniére sur le L. lignosus, on a alors un moyen simple

d'interdire les transports par lcs filaments. L'introduction de PCLI dans

un nilieu malté & la concentration finale de 10 3M a permis d'empécher la

’
o

manifestation de la polarité chez des boubtures possédant cette propridtdé,
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24 heures apreés le bouturage, les filaments B de la zone apicale semblent
avoir perdu individuellement toute polarité de croissance : leur parcours

est en effet trés sinucux, souvent avec des rectours en arriére. Lo croissance
n'est cependant pas totdlement stoppée car, 438 heures aprés 1'enscmencement,
elle o repris sur les quatre faces de la bouture et met en jeu & la fois

des filaments A et B dont la répartition ne traduit plus aucune polarisation

de la bouture ; l'absence de polarité est confirmée dans la suite du

développenent par la forme des thalles.

On peut donc attribuer la polarisation des filaments B et des struc-
tures agrégées a 1'influence des apex par l'intermédiaire du drainage vers
les extrémités en croissance de substances synthétisées en arridre. Si, en
effety, on interdit les transports par les filaments, on n'observe plus aucunc

polarité de régénération.

RESWRL ET CONCLUSIONS.

La polarité est sans doute la différenciation la plus rapidenent mise
en place au cours de 1'édification des organismes vivants et sa perte au
cours de la reproduction sexude n'est en général que de trés courte durce.

Cépendant, son intensité peul &tre trés variable. Chez les Champisznons,
la structure filamenteuse et la localisation de la creissance a l'apex des
hyphes constitue un cas typique de polarité de structure et de fonction,
Mais, selon 1l'intensité avec laquelle se manifeste cette prepriété, le
mycélium construit a partir de ces ¢léments peut ou non refliter dans sa
structure la polarité des filaments qui le constituent. Les phénomeénes que
nous venons d'détudier chez le L. limmosus constituent une illustration
particuliérenment frappante de cette situction.

ﬁous avons vu, en effet, que les différents types mycéliens qui parti-
cipent successivement & 1'édification des thalles issus d'une basidiospore
sont de plus en plus nettement polarisdés. L'intensité croissante de cctie
propriété se traduit aussi bien dans la morphologie des filaments que dans
le mycéliun qu'ils construisent. Elle apparait dégalement de manidre tris
nette au cours du bouturage., 12 polarité des hyphes est une proprideé
acquise par les filaments B ; elle persiste, en sc¢ reaforg¢ant, lorsquc ces
filaments subissent de nouvelles différenciations, en particulier, lorsqu'ils

slagregeni o .
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Lea résultats d'expdrience tendant & supprimer 1l'action des apex et @
interrompre le transport de substances par les filaments sont en faveur de
ltinterprétation de ces phénoménes par un mécanisme mettant en jeu le
drainage en direction des apex ety sous leur influence, de substances prove-

nant de l'arriére,

les relations entre les phénoménes de polarité et le développement des
&tres vivants ont déji donné lieu & de nombreuses études. Parmi les écritis
les plus récents, consacrés aux organismes végétaux, citons les mises au
point générales de BLOCH (1965), BONNER (1952), CHAPAGNAT (1969), SINNOT
(1960), VARDIAW (1968), WAREING et PHILIPS (1970) et WETTSTEIN (1985).

Chez les Champignons, la structure filamenteuse et la localisation de
la croissance & 1l'apex des hyphes constitue un cas typique de polarité de
structure et de fonction,

Ia polarité de structure apparait dans la morphologie du Tilament meis
également dans la répartition des constituants du cytoplasme. Les études
faites par ZALOKAR (1965) sur les cellules apicales du Necurospora sp.
montreny que la zone située tout a fait & 1'apex esl remplie d'un cyloplasme
qui contient de longues mitochondries filamenteuses mais pas de noyau. Ce
cytoplasme est plus riche en protéine, RNA et phosphatase alcaline que la
partie moyenne de la cellule mnis ne contient pas de réserves ; le glycogine
disparait, en effet, prés de 1'extrémité des hyphes, Enfin, la partie
distale est trés pauvre en cytoplasme mais contient en revanche, de nombreu-
ses vacuoles. la répartition des différents organites & l'intérieur des
hyphes ainsi que celle de plusieurs enzymes explique la polarité de fonctien
du filament : la partie apicale est spécialisée dans la synthése de necuvelle:
parois cellulaires alors que la partie moyenne semble assurer la plupart
des autres activités de croissance j; le cytoplasme a tendance & mizrer de
1'arriére vers l'avant,. les travaux de ZALOKAQN meti{ent bien dvidence
ltimportance des apex et le rdle des échanges entre les différentes partics
de la cellule,par 1'intermédiaire des transports, dans les phénoménes de
polarité du filament,

Ia polarité de structure et de fonction des hyphes se traduit friéguein—

ment au cours de la régénération 3 c'est le cas des filameants jeunes du

et des sporangiophores du liucor Prai:

RQhizoctonia solani (LARPENT, 1562

*
b
(DUPCHT ot JULIEN, 1969 ; GAUDET-DUPONT, 1971) et, dons une certaine meavre,

des filoments B isolés du L. liznosus. La polarité de régénération peul suss.



se manifester & partir d'organes agrégés. Nous venons de le montrer avec
les palmettes du L. lignosus ; les corémies du genre Doratomyces (BRETON,

1971 b) et les rhizomorphes de 1'Armillariella mcllea (GUILLAUMIN, 1967)

possédent également cette propridété.

Les phénoménes décrits par ZALOKAR (loc. cit.) au niveau du filament
permettent d'expliquer la polarité de régénération décrite & propos du
L. lignosus. Il est probable que des différences dans 1'intensité des phéno-
ménes de transport ou dans la nature des substances transportées sont &
l'origine d'une part, de l'absence de poiarité 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. lipnosus, de la masse
de cellules situées en arriére des apex, Des phénoménes du héme ordre ont
été observés chez 1'A, mellea (GUILLAUMIN, 1967) et chez des Algues, en

particulier le Draparnaldia mutabilis (Roth.) Bary (LARPENT, 1968). Chez

notre organisme, cette dépendance provient du fait que la polarité met en
jeu des substances synthéiisées par le thalle en arriére de la marge en
croissance,

Les mécanismes de transport doivent &ire particuliérement actifs dans
les filaments agrégés du L. lignosus puisque les palmettes sont capables
de se développer sur des milicux totalement dépourvus de substances nutri-
tives, Les résultats dlexpériences, actuellement en cours, avec des ¢léments
marqués sont en accord avec cette constatation., La mise en place de la
polarité dés le stade B du développement doit donc éire considérée comme
faisant partie des diffdérenciations qui, au sein du mycélium libre, préparent
ltagrégation. L'étude du déterminisme de l'agrégation que nous entrepren-

drons maintenant, va nous montrexr gue ce n'est pas la seulec,



CHAPITRE V

DETERMINISME' DE L'AGRUGATION — ROLE DES FACTEURS INTERNES DANS L!'INITIATION
ET LE DEVELOPPEMENT DIS PALMETTES CIEZ LE L. LIGNOSUS

» les études morphologiques décrites dans le premier chapitre de ce
mémoire ont montré que les filaments du L. lignosus peuvent, ou bien croitre
céte & cOte et envahir uniformément le substrat, ou hien constituer des
faisceaux et assurer une occupation tres inégale du milieu environnant par
des organes agrégés appelés palmettes. Ces formations assurent 1'élongation
des structures agrégées et constituent les initiums de rhizomorphes. la
palmette étant le premier orgene agrégé apparu au cours du déveclopnement,
c'est a son niveau que nous étudierons le déterminisme de l'agrégation,

Jusqu'a maintcnant, nous avons mis en ¢vidence le rdle régulateur des
mécanismes de corrélations qui s'exercent d'une part, eantre le nycéliun
d'un thalle non agrégé et les palmettes qu'il différencie et, d'aulre part,
au sein de la palmette elle-méme. Nous avons comparé les polarités de
structure et de régénération entre le mycélium construit & partir de fila-
ments libres et les organes agrégés et montré qu'elles s'accentuent chez
ces derniers. Il reste & aborder le mécanisme de l'agrégation, c'est-a-dire
& déterminer la nature des informoations nécessaires & l'initialion et au
maintien de 1'état agrégé.

Certains résultats obtenus précédemment permetitent d'orienter nos
recherches., Rappelons, en effet, gue le maintien de 1l'agrégation au niveau
de la marge en croissance n'est pas assuré, d'une part (Che II p. 46 )
quand on transporte un thalle agrégé du substrat permettant 1'agrégation
sur lequel il s'est développé sur un substrat neuf de méme composition,
d'autre part, (Ch.II p. 46 ) quand on interdit les transferts entre un
thalle non agrégé ct les palmettes qu'il régénére. Ces résultots sont
favorables & l'intervention d'informations circulant & la fois par voic
externe et par voie interne, Nous étudierons successivement la nature de cou:
informations et leurs effets non seulement sur le meintien de 1'état ogrise

mais également sur son initiation,
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A - ACTION INDUCTRICE D"S SUBSTANCLQ DIFFUSIBLES EXCRLTEES PAR LE THALLE D&N° LE

SUBSTRAT.

Ies expériences que nous venons de rappeler tendent & prouver que le
milieu de culture est altéré par les palmettes en croissance et que ces
altérations jouent un réle dans l'agrégation puisque 1'état agrégé ne se
maintient pas & la suite du transfert du thalle sur un substrat neuf de
méme 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 1l'influence

du thalle en croissance soient interdites ou modifiées.

1 - Mise en évidence de 1'excrétion dans le substrat de substances inductri-—

ces de l'apgrégation. o

Dans une premiére série d'expériences, nous avonS'fenouvelé constam-
ment le milieu de culture au contact des thalles en croissance.

Le dispositif expérimental utilisé est le suivant (fig. 16 A). Des
rectangles de papier filtre placés sur un support incliné (fond d'une boite
de Roux) sont imbibés en permanence par une solution nutritive permettant
l'agrégation, Cette solution s'écoule goutte & goutte avec un débit de
330 m1/24 heures et est éliminée aprés son passage sous la culture. le
substrat MS1 de pH 4,5 utilisé dans ces expériences contient 20 g/1 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 premiéres sont
découpées dans le front de croissance de thalles de la phase B obtenus sur

~une membrane de cellophane, leurs dimensions étant de 1,5 x 2 cm. Le
découpage des boutures est fait de maniere telle qu'il reste en avant du
front de croissance une surface de cellophane libre & peu prés équivealente
d 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 ménme
maniére que précédemment (fig. 16). Le développement des thalles s'effectue
donc sur une membrane de cellephane au contact d'un substrat qui circule

en permanence par diffusion dans le papier filtre sous-jacent et qui est
constamment renouvelé. Des témoins sont réalisés avec le méme dispositif
mais le papier filtre est imbibé par la solution nutritive déposée au fond

du récipient de culture.
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Les résultats de ces expériences sont parfaitement constants. Quend
la bouture emporte des filaments libres de la phase B, des palmettes se
différencient dans la condition témoin, Lorsque le substrat est renouvelé
en permanence, il apparait, en général, un massif 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'arrétent de croitre par
suite de 1'éclatement des apex et du rejet du protoplasme sur la membrane
de cellophane. D'autres continuent & s'allonger & une vitesse d'environ
0y5 mm par jour ; ils ne sont plus agrégés et se ramifient fréquemment, les
rapmeaux faisant avec l'axe qui leur a donné naissance un angle voisin de
45°, Ces réactions morphologiques correspondent & celles que présentent les
filaments B lorsqu'ils arrivent au contact d'un substrat autorisant 1l'agré-
gation et qu'ils n'évoluent pas vers la forme egrégée (p. 20).

Les résultats sont identiques lorsque les boutures sont constituées pa:
des palmettes de 1,5 & 2 cm de long. la régénération donne naissance dans
la marge & des filaments non agrégés rampants ou dressés, puis a des
structures agrégées en continuité aveec cellesde la bouture, dans la condition
témoin, En revanche, lorsque la solution nutritive est renouvelée en
permanence, la croissance des palmettes est définitivement arrétée ; seuls
les filaments libres intensément ramifiés continuent 4 s'allonger.,

En conclusion, dans nos conditions expérimentales, l'agrégation ne
peut ni apparaitre, ni se maintenir si la solutiorn nutritive autorisant
1'agrégation est constamment renouvelée au contact 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 maniéres : ou
bien les filaments prélévent des substances dans le substrat ou bien, au

contraire, ils excrétent des facteurs chimiques dans le substrat.

le choix entre ces deux hypotheses peul étre fait en réalisant des
expériences de lavage semblables eux précédentes mais avec de l'eau & la
place d'une solution nutritive. Quand des blchettes de bois d'Hévéa envahies
per le L. lignosus sont ensemencées dans les mémes conditions que
précédemment sur une membrane de pepier filtre imbibée d'ceu, elles
différencient des palmeites si l'eau reste stagnante au fond du récipient de

culture alors qu'elles ne le font jamais si l'cau est renouvelcée en
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permanence sous la bichette. Ces résultats permettent d'éliminer & coup sir
la premiére hypothése énoncée précédemment et impliquent que 1'altération
du substrat conduisant les thalles & croitre sous forme agrégée est due &
l'excrétion dans le substrat de substances diffusibles synthétisées par les
filaments en croissance. Ces substances jouent un rdéle inducteur dans
l'agrégation puisque, lorsqu'elles sont éliminées, les palmettes ne peuvent

ni apparaitre, ni meintenir leur structure agrégée.

2 - Accumulation des substances excrétées dans le substrat et ses

conséquences.

Nous venons de voirAque les substances inductrices de l'agrégation
sont excrétées par les filaments en croissance. Que se passe-i{-il lorsque
les conditions expérimentales sont telles que ces substances peuvent, au
moins théoriquement, s'accumuler dans le substrat ?

Avec le dispositif utilisé précédemment, cet objectif sera atteint
8i la solution nutritive, aprés avoir diffusé dans le papier filtre sous le
thalle en croissance, est reprise a nouveau pour le lavage (fig. 16 B).
Nous avons ainsi recyclé 100 ml de milieu MS1 de pH 4,5 contenant 2 g/1
d'asparagine. Dans ces conditions, les palmeties apparaissent en grand
nombre 48 heures aprés la mise en culture., Ce résultat tend a prouver que
les substances actives s'accumulent dans le substrat et que cette accurmla-
tion permet la différenciation des palmettes, méme lorsque la solution

nutritive s'écoule continuellement sous le thalle en croissance,

Ces conclusions ont été confirmées et précisées en faisant varier les
conditions de l'accumulation, donc la quantité de substances actives
présente dans le substret.

Lo technique utilisée consisie & recycler des volumes de solution
nutritive de plus en plus grunds, de 40 ml & 5 litres dans nos expériences,
Dans ces conditions, les structures agrégées apparaissent d'auvtant moins

‘rapidement que le volume de substrat est plus grand. Au-dessus de 11 (21
et 5 1), il ne se forme jamais de palmettes typiques 3 les initiales
apparues se développeni trés lentement, au mcins pendant la durée limitdée
de nos essois. Ces résultats montrent que les substances excrétées par les
filaments n'induisent l'agrégation gqu'd partir d'une concentration seuil
qui est atteinte d'aulant plus rapidemeinrt gque le vcluwne de solution nutri-
tive recycié est plus petit. Lorsqﬁe celui-ci devient trés grand, auvlrement
dit quand les conditions expérimentales sont irés proches de celles d'un

renouvellement continu du subsirat, l'agrégation ne se manifeste plus.
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Nombre et croissance des structures agr?g
(1

Asparagine g/1 0,1 0,5 1 2 5
Sclutions mtritives 0 0 0 0
constanmment
renouvelées ‘ 0 0 o 0
Solutions nutritives 48 47 45 42 45
constamment
recyclées — 40 ML 27,0 21,0 20,5 31,5 23,
o . oy
Solutions nutritives 23 28 a5 45 48
constamment ,
recyclées — 100 ML 20,5 21,0 22,0:‘ 22,56 23,

(1) chiffre supérieur = nombre de faisceaux en croissance active
cing jours aprés l'ensemencement,

chiffre inférieur = croissance radiale moyenne des palmettes en
cing jours (en mn ) .

TADLEAU VI

Influence de 1'écoulement continu d'une solution nutritive nermettlant
1'agrégation sous un thalle en croissance dans la formation des

structures agrégées



On peut espérer modifier les caractéristiques des thalles agrégés
régénérés au éours 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 MSl de
pH 4,5 contenant de 0,1 & 5 g/1 d'asparagine. Pour chaque condition, le
recyclage est effectué avec 40 et 100 ml de substrat. Dans le témoin, les
milieux ci-dessus sont constamment renouvelés. On mesure, cing jours apres
l'eﬁsemencement, le nombre de palmettes formées sur chaque bouture et leur
lonéﬁé&r (tabl. VI), Cette derniére mesure donne une idée dé la rapidité
d'apparition des pulmettes‘cur quelles que soient les conditions de
substrat, elles s'allongent & des vitesses équivalentes.

L'influence de 1& quantité d'asparagine apparait seulement quand le
volume de solution nutrltlve recyclée est de 100 ml (dernlere ligne du
tableauv VI), On constate en effet que le nombre moyen de palmettes
différenciées par bouture est d'autant plus grand que le substrat contient
plus d'asperagine, su moins jusqu'a la dose de 2 g/l (2 g/l et 5 g/l dans
nos essais). Ces résultats sont parfailement conformes & 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-derniére
ligne du tableau VI),

La comparaison des caractéristiques des thalles agreges formés dans
les milieux contenant peu d'asparagine (0,1 & 1 g/l) en fonctlon de la
quantité de substrat recycle confirme les résultats precedents t les
palmettes apparaissent en effet plus rapidement et en plus grand nombre
quand le volume de solution nutritive est plus petit. Cependant, en présence

.de milieux riches en asparagine (2 et 5 g/l), ces différences n'apnaraissent
plus. Pour interpréter ces derniers résultals, il faul admettre que los
substances excrétées par les filaments atteignent le seunil d'activité
d'autant plus vite que le volume de substrat recyclé est plus petil et qu'il
contient plus dlasparagine, 11 faut adnettre également que passée une
certaine concentration, l'accumulation de nouvelles guantités de substances

est inelficace puisgqu'elle ne =e traduit plus dons la merpholagia du thalle.
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3 — Recherche des substances inductrices de 1l'aprégation dans des filtrats

de culture}

I1 est maintenant bien démontré que les substances inductrices de
1'agrégation s'accumulent dans le substrat. Il est, par suite logique de
chercher a3 les identifier dans des filtrats de culture.

Le test mis au point pour détecter l'action morphogéne des filtrats
sera décrit en détail plus loin sous le nom de "test sur lame". Il consiste
a observer la morphologie des thalles régénérés & partir de boutures faites
de filaments B en présence de filtrats de culture ou de milieu neuf ramenés
a4 un méme pll (4 & 5 dans nos expériences).

Lorsqu'on teste de cette maniére les filtrats recueillis & la fin des
expériences de lavage continu par recyclage, on n'observe aucune différence
entre les thalles régénérés dans les deux conditions : il apparalt un petit
nombre de palmettes aprés un délai relativement long, de 1l'ordre de 3 a
4 jours,

Lt'absence d'action morphogéne peut théoriquemeni provenir d'une
concentration trop faible des substances actives, En effet, dans les condi-
tions du recyclage, la quantité de facteurs diffusibles présents aun niveau
des palmettes en croissance est la somme de celle résultant de la concentra-—
tion dans le substrat et de celle due & 1l’excrétion gui, au moins localement,
doit étre 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 1l'action morphogéne
propre aux substances diffusibles (BOISSON, a parattre).

Ia difficulté précédente peut &tre levée en faisant les cultures danms
des conditions qui permettent d'obtenir de grandes quantités de mycélium
agrégé a partir d'un faible volume de solution nutritive, donc l'accumulatior
d'une grande quantité de substances actives dans un faible vclume de
substrat. I1 suffit pour cela d'absorber la solution nutritive sur un
substrat inerte, la perlite expansdée dans nos essais. Le milieu usé (filtrat,
est récupéré apres deux semaines de culture par filtration sous vide dans
un entonnoir de Bichner,

Des tests sont réalisés dans les mémes conditions que précédemment.
¥n présence de milieu neuf, les palmettes sont peu nombieuses et se
différencient apreés un délai de 3 & 4 jours, In présence du filtrat, les

structures agrdégdes sont déja Lris abondantes 2 jours aprids lfemsenmcncencul.

P
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3

{iltration sur verre fritte
L
centrifugation @ 20.000g pendant 20 mn
L d
pH du surnageant aqjusté a 74
&
stérilisation a froid

filtre Millipore - diametre des pores: 0.45p
-
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Les palmettes apparaissent donc plus rapidement et en plus grand nombre sur
le filtrat, ce qui tend & prouver qu'il contient des substances favorables
& la formation des palmettes. Il ne nous est pas possible d'étre plus
précis dans nos conclusions car de trés nombreuses substances sont libérées
par le thalle dans le substrat et certaines d'entre elles pourraient

intervenir indirectement sur l'agrégation.

De 1'ensemble des expériences présentées jusqu'a maintenant, il
ressort que l'agrégation est induite par des substances diffusibles excrétée:
par le thalle en croiégan;é dans le substrat sous-joacent. Ces substances
étant élaborées par le thalle, il est logique de penser qu'elles sont
égnlenent présentes a l'intérieur des filaments, donc de chercher a

démontrer leur présenceé,

T

MISE EN EVIDENCE, SYNTIESE ET MODZ DTACTION D'UN FACTEUR MORPHOGINL INDUCTLUR

DE_L'AGREGATION,

ILa présence de facteurs inducteurs de l'agrégation que ncus soupcon-—
nons au scin des hyphes des palmettes peut €tre testée en recherchant si
des extraits acellulaires préparés & partir de mycélium agrégé exercent une

action morphogene sur l'agrégation,.

1 - Activité morphogéne d'extraiits acellulaires préparés a partir du

mycélium agrégé des palmettes,

a ~ Préparstion deg extraits (fig. 17).

Dans tous ces essais, le mycélium azrégé a été obhtenu sur un
milieu MSl de plI 4,5 contenant 2 g/l d'asparagine. Le substrut recouvert
.d'une memhrane de cellophane est ensemencé par transfert d'un thalle entier
de la phase B, 4gé de 2 jours. Cette technique permet d'obtcnir rapidement
des quantités importantes de mycélium agidgé (environ 0,2 g en poids frais
par boite de Pétri aprés une semaine de culture).

La méthode d'extraction, mise au poinit & la suite d'une série d'essais
préliminaires, est la suivante (fiz. 17). Les filaments sont mis en
suspension dans un volume équivalent & 2,5 fois le poids de myccéiium frais
de tampon tris-HC1 0,054 de plJ 7,4 ou d'eaun dist,il1lée ramende a pH 7,4
avec quelgues gouttes de tris—hfdrsxy-méthy}méthuno,’Ils sont d'abord

. » - . - . - - . . AY . -,
dilacérés dans un mixeur & couteaux (SCRVAIL Omni-mixcur) puis broyés
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pendant 3 minutes en présence de billes de verre de 0,25 & 0,30 mm de
diamétre (Homogénéiseur BRAUN) ajoutées i la suspension mycélienne & raison
de quatre fois le poids de mycélium frais. Les billes sont séparées du
broyat par filtration sous vide & travers une plaque de verre fritté., Ce
filtrat, ramené & pH 7,4 avec le méme tampon que précédemment, est alors
centrifugé a 20,000 g pendant 20 minutes. le surnageant est enfin stérilisé
a froid par pussﬁge sur un filtre dont les pores mesurent 0,45 p de diamctre

Nous appelleroms extrait brut la liqueur obtenue & la suite des traitements

précédents. La présence d'antibiotiques (penicilline 106 U.I./l et
streptomycihe 1 g/l) ne modifiant pas la sensibilité des tests, ces substan-
ces ont été fréquerment ajoutées aux extraits afin d'éviter les proliféra-

tions bactériennes.

b - Test dtactivité,

A la suite d'une série d'essais préliminajres, nous avons nis

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 prélevées dans
la marge d'une culture de la phase B §gée de 3 & 6 jours, obtenue sur
une membrane de cellophanc, Celle-ci est découpée a 1,5 cm en avant du
front de croissance (fig. 17) de sorte que, aprés transfert, la croissance
puisse se poursuivre sans interruoption sur cette memhrane. Ces boutures
sont ensemencées sur deux & trois gouttes d'extrait déposées sur une lame

de verre stérile. Un témoin est réalisé dans les mémes conditions avec du

tampon tris-HCl de pH 7,4 ou de 1'eau &a pH 7,4,

¢ — Activité morphogéne des extraits de mycélium agrégé.

Un examen pratigqué 24 heures aprés la mise en place du test montre
que la.croissance radiale des cultures sur extrait est plus faible que celle
du témoin ; la régénération donne naissance a un mycélium aérien dressé
plus abondant sur les extraits que sur le tampon et il n'y a pratiquement
pas de filaments rampants, Deux jours aprés le semis, les différences k
apparaissent avec plus de netteté : les boutures placées sur le tampon
édifient un tapdas mycélien assez clairsemé et uniforme Tait de
filaments juxtaposés (ple. XVI A et C), présentant un front de croissance
régulier. Le mycélium régénéré en présence d'extrait est constitué par des
faiscenux de filaments déhtroitement serrés les uns contre les avires dans lIe

zone apicale, ayant l'aspect de palmettes de structure liche (pl. XVI B).



»
age du

thalle 1 Je 2 Je 3 Je 4 J
Croissance radiale tampon 7,9 15,6 22,4 29,
en m extrait 3,8 10,6 18,9 217,
Allongemsnt journalier tampon 7,9 7,1 Ty4 7,
en rm extrait 3, 8 8, 8 8,3 8,

TABLEAU VII

Influence d'un extrait de mycélium agrégé sur la croissance

de la souche H4

des.filament

Groupement % de filaments isclés ou groupés
des filaments .
isolé 2 3 %! > 4
lére mesure 50,0 21,0 18,5 9,2 1,
Témoins
2éme mesure 51,5 27,3 15,8 1,5 4,
extrait 1 26,9 16,7 12,0 12,0 32,
Traités extrait & 15,3 20,1 9,7 8,1 46,
extrait 3 23,9 12,8 i4, 6 10,3 38,

TABL¥AU VIII

Estimaticn de 1'asrégation des filaments dans le front de croissance de
> [=]

cultures témoins ou traitées avec des extraits de mycélium agrégé

N -
(8ge + 2 3.

)

;
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I1 présente un front de croissance irrégulier et recouvre le substrat de
maniére tres hétérogéne. les filaments groupés en faisceaux ont par ailleurs
les caractéres microscopiques des hyphes agrégées (pl. XVI D). En
particulier, les rameaux qu'ils portent ont tendance a rester collés comtre
1'axe qui leur a donné naissance.

L'action morphogéne des extraits apparait donc trés clairement au
cours des tests sur lame puisque, en leur présence, la régénération conduit
& la formation de structures agrégées., Plusieurs des modifications
apportées au développement des thalles par les extraits sont susceptibles

d'étre estimées de manidre quantitative.

Ainsi, la croissance a été mesurée a des intervalles de 24 heures a
partir de 20 thalles repiqués sur le tampon d'extraction et sur des extraits
de mycélium agrégé (tabls VII). Ln croissance radiale des thalles traités
est d'abord plus faible que celle des témoins. Cette péricde correspond &
1'apparition signalée précédemment d'une zone dense de mycélium adérien
dressé analogue aux centres de formation des palmeltes. les filaments
obtenus en présence d'extrait ont ensuile une vitesse de crcissonce égale
puis légerement supérieure & celle des témoins,

De méme, la formation des faisceaux a été estimde au microscope par
la proportion de filaments isolés ou groupés dans le fronlt de croissance,
Cette mesure est faile en examinant l'extrémité des lilaments jusqu'a 1 mm
en arriére des apex, de maniére & saveir si, pour ce parcours limité, ils
sont isolés ou accolés a 1, 2, 3 ou plus de trois filements voisins. Cette
évaluation de 1'agrégation reste trés imprécise mais il est difficile,
compte tenu de la morphologie des cultures dans le frent de croissance, de
trouver des criteéres plus précis. Les résultats consignés dans le tableau
VIII montrent & 1l'évidence que les extraits conduisent & un regroupenent
.des filamente, la proportion de filaments isolés, ou groupés par plus de 4,
fait ressortir des différences d'autant plus valables que, dans les cultures
traitées, les groupes de filamerts agrégés sont souvent trés épnis, beaucoup
plus épais en tout cas que ccux ochscrvés sur les cultures témoins,

les extraits agissent aussi sur I'anpgle de ramification des filaments
les rameaux ont tendance & rester collés contre l'axe qui leur a donné
neissence. Les mesures de l'angle de ramificction dens le front de creissance
dfun thalle sont difficiles & foire par suite de ltinirication des filaments
et de la longucur souvent trés impnrtante de l‘articze apical 3 1l est done

impessible d'estimer l’activité dlun extrail par des wmesures de ce type.
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Toutes ces mesures confirment les effets des extraits observés
macroscopiquement. Leurs difficultés, en particulier celles lides & i'esti-
mation du groupement des filaments, font que ces critéres n'ont pas été
retenus.par le suite dans l'interprétation des tests car ils ne domnent pas
de précisions plus grandes que celles obtenues par 1l'examen macroscopique

et microscopique de la marge en croissance.

Les essais précédents montrent que les extraits de nycélium agrégé
exercent une action inductrice sur la formation des palmettes quand ils sont
apportés par voie externe & un thalle de la phase B, Il est tentant
dtinterpréter ces résultats en attribuant le réle morphogéne a des substance
identiques & celles gui sont actives par voie externe, Cette assimilation
est cependant trop hiétive car bien d'autres facteurs peuvent intervenir.

Il est logique, en revanche, de chercher si les caractéristiques des
substances actives dans 1'extrait sont les mémes que celles des substances
diffusibles inductrices de 1l'agrégation. Cela revient & montrer que les
preniéres sont, cormme les sécondes, des substances élaborées par le thalle,
qu'elles sont excrétées par les filaments dans lc substrat et qu'elles sont
du type substance "& seuil™., C'est dans cette direction que nous allons

maintenant orienter notre étude.

2 - Noture et origine des substances responsables de 1'activité morphogéne

des extraits.

Il est assez facile d'avoir des indications sur la nature chimigue
deg substances gqui sont & 1l'origine de l'action morphogénc des extraitis.
En effet, certaines méthodes simples permeltent de dénaturer ou d!éliminer
des produits de constitution chimigue déterminée alors que d'autres sont .
inscensibles a ces traitements. Les résultats des tests sur lame avec les
extraits ainsi traités doivent permettre de savoir & quel groupe de

substances apperiiennent les facteurs actifs.

a —~ Essni de purification des extraits.

- o - -— em e =

Trois traitements différents ont é1¢ utilisés ¢ la therno--

inactivation § la dialyse et 1'adsorption sur charbon aclif.
Thermo-inactivation

les extraits sentl plongés dens de l'eau bouillante pendont des tenps

-

varianit de 10 & 30 mn ou sont slérilisés pendant 15 mn 11C®, Apre¢s une

a
cenirifugation destinée & ¢liminer leg produits précipités, le¢ surnagecant
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est utilisé pour réaliser des tests sur lame et on constate que l'action
agrégative persiste ; elle semble légérement plus forte aprés trempoge de
1'extrait pendant 10, 20 ou 3C mn dans l'eau bouillante j elle est un peu

moins nette aprés la stérilisation.
Dialyse 3

Deux millilitres d'extrait sont dialysés pendant 24 heures contre deux
fois deux litres de la solution d'extraction (tris-HC1 de pH 7,4 ou eau a
pH 7,4), sous agitation constante et a une température de 2°C environ.
L'extrait dialysé n'exerce plus aucun effet morphogéne au cours des tests
sur lane.

" Les substances qui ont traversé la membrane a dialyse peuvent étre
soit les substances actives elles mémes, soit un ou des cofucteurs indis-
pensables a la manifestation des effets morphogénes. Pour choisir entre
ces deux hypothéses, nous avons déposé dans le boyau de cellulose 2 ml de
la sclution d'extraction et dialysé pendant 15 heurces contre 1C0 ml d'un
extrait actif., Le dialysat et ltextrait ont des effets semblables sur
1'agrégation. Ce sont donc les substances actives elles-mémes qui scnt
dialysables. On en conclut que ce sont des molécules de petite taille. Conme,
par ailleurs, elles sont therméstables, 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
Chemical Industries) est extrait au reflux pendant deux heures avec une
solution 2N d'acide chlorhydrique puis lavé & l'eau distillée jusqu'a
neutralité. Il esl séché et conservé au sec dans un flacen coloré.

2,5 g de charbon activé sont ajoutés a 100 ml d'un extrait de mycélium
agrégé ;3 le mélange est agitdé pendant une demi-heure puis centrifugé, Ie
" charbon est repris par 100 ml d'unc solution aqueuse de pyridine & 167 et
maintenu sous agitation constante pendant 10 minutes, puis séparé par
centrifugaticn. Ces opérations sont répétées tfois fois. Les 300 m! de le
solution de pyridine sont alors évaporés & sec, scus vide, & -i0°% ; l'extrait
sec est remis en solution dans 20 ml de tompon tris—HC1l de pH 7,4 ou d'eaun
a pH 7,4. Aprés centrifugation peur éliminer les particules de charbon
encore en suspension, on obtient un éluat trés limpide, de couleur jeune,

de plI 7,0,
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Des tests sur lame sont alors effectués en présence de la solution
d'extraction, de l'extrait brut, de 1l'extrait traité au charbon actif et
de 1'éluat pyridine. On constate que les cultures ne s'agrégent 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 1l'éluat pyridine
les substances responsables de l'effet morphogéne des extraits peuvent
donc étre adsorbées sur le charbon actif puis éluées par une solution
aqueuse de pyridine & 10%. Ces propriétés impliquent qu'elles comportent
un cycle dans leur formule chimique (PUJARNISCLE, communication personnclle).
les essais de purification tentés jusqu'a maintenant permettent donec
de conclure que les substances actives sont des petites molécules thermosta—

bles; comportant un ou plusieurs cycles dans leur formule chimigue.

b - Crigine des substances actives au sein des extraits.

Les conclusions précédentes sur la nature des substances actives
ont des conséquences extrémement importantes en ce qui concerne leur origine,
En effet, si les facteurs chimiques du substrat ont des caractéristiques
identiques & celles des substances actives en matiére de taille des
molécules et de stabilité & la chaleur, seule la thiamine posséde un cjycle
dans sa formule. Comme nous l'avons montré précédemment, cette vitamine est
nécessaire au développement végétatif du L. ligmosus 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 abscrbées par le thalle dans le substrat mais
des substances élaborées par les filaments.

Cette propositicn est confirmée par la persistance de l'action des
extraits quard ils sont mélangés avec les solutions nutritives utilisées
habituellement dans nos milicux de culture, Ies extraits induisent encore
la régénération de mycélium agrégé en présence de milieu malté. In mélange
“avec le milieu MSI qui permet a lui seul l'agrégaticn, l'action des
extraits reste perceptible par 1l'apparition plus rapide d'un plus grand
nombre de palmeties,

On pouvait également penser que 1'action morphogeéne des extraits
provenait de l'absorption, dans le substrat MSl, de substances & réaction
acide., Cette hypolhése doit &étre écartée puisque le pll des exiraits est
toujours ramené au voisinage de lo neutralité (7,4). Des tesls effecluds

a différents pll mentrent per willeurs que llactivitd est sculemenl 1dpdre-

ment renfercée & pll acide (4,0 & 5,C) et qutelle ne <isparait totalenment

gu'ad partir du pH &,0.
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les résultats précédents tendent donc & prouver que les substances
actives au sein des extraits sont élaborées par le thalle. Nous chercherons

maintenant a déterminer si elles sont excrétées dans le substrate.

3 - Excrétion des substances actives & l'extérieur des structures arrépées.

L'une des techniques susceptibles de montrer que les substances actives
sur l'agrégation sont présentes & l'extérieur des filaments consiste & les
extraire par des techniques qui respectent 1l'intégrité des cellules de la
palmette.

I1 suffit pour cela de mettre des palmettes en suspension dans un
mélange tampon ou dans de l'eau & pll 7,4 puis de tester l'action morphogeéne
du filtrat récupéré aprés élimination du mycélium. Le temps de contact
peut &tre assez court, de l'ordre d'une demi-heure ; la suspension est
alors constamment agitée. Ce traitement risque, par suite des nombreuses
cassures provoquées sur les filaments, d'aboutir & la libération d'une
partie du contenu cellulaire. Cet inconvénient a été éliminé en allongeant
le temps de contact (jusqu'a 10 heures) et en supprimant l'agitation.,

Dans tous ces essais, on utilise 2,5 ml d'eau ou de tampon tris-ICl
@ pd 7,4 pour laver 1 g de palmettes. Le rapport poids de mycélium frais/
volume de tampon est donc identique & 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 lawvnge est en général
acide, variant de 5 a 6 ; les tests ont ¢té effectués aprés ajustement des
pll a 7,5,

La solution dans laquelle ont baigné les palmettes provogue la régén

(1228

-

ration de mycélium agrégé au cours des tests sur lame. L'activité morphogéne
ainsi mise en évidence est cependant moins nette que celle des extraits de

»

gé, Les substances actives de la solution de lavage peuvent

O

mycélium agrd
étre, comme celles des extraits, adsorbées sur charben actif puis éluées
par une solution aqueuse de pyridine & 10%.. Il est donc probahle que les
deux types de facteurs sont sinon identiques, du moins trés proches 1'un
de 1l'autre par leur constitution chimique.

Les expériences précédentes montrent que les substances élaborées au
sein des thalles, actives sur l'agrégaticn, sont présentes a l'extérieur
des filameats. I1 est donc vraisemblable que ces facteurs sont excrétés
dnas le substrat car ¢'ils étaient fixés sur les parcis sans diffucer dans
le milieu, des troaitements aussi simbles ntaboutiraient pas & leur mise

en solution,.
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En définitive, l'action morphogénc des extraits acellulaires de
mycélium agrégé est supportée par des substances synthétisées par le thalle
et excrétées dans le substrat. On est tenté de parler dés maintenant de
substances morphogénes actives sur 1'agrégation. Cette dénomiration, bien
que tres mal définie et employée avec différents sens dans la littérature,
implique, & notre avis, une action directe des substances actives sur
1'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 role de substances morphogénes inductrices de l'agrégation.

4 ~ Modalités d'action des facteurs élaborés par le thalle sur l'arrégation.

Dans les conditions habituelles d'extraction et mises a part les
variations toujours possibles entre deux séries de cultures effectuées dans
des conditions identiques, la quantité de substances actives présentes dans
les extraits de mycélium agrégé de la souche H4 doit &tre relativement
constante. Par la technique d'extraction exposée précéderment, on obtient
en effet un volume d'extrait & peu prés éguivalent & celui du liguide
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 LOWRY) qui varient peu, de 5 & 7 mg
NP/hl. I1 nous a paru intéressarnt d'étudier, dans un premier temps, 1'in-
fluence de la concentration des extraits sur les effets morphogénes qu'ils

induisent,

a ~ Influence de la concentrat1on des extralts sur la rcactlon

cw LM e ee e — ee = e . e L . Y

Pour faire varier la quantité de substances actives apporiées au
tholle au cours des tests sur lame, il est facile de diluer ou de concenirer
-des extraits bruts. Des essais préliminaires ayunt monlré que le tampon
tris-UC1 est inhibiteur pour la croissance des filaments D & partir de

0,5 M, les expéricnces ont toujours été effectudes avec des extraits
préparés cn présence d'eaun distillée dont le pil est ramené & 7,4 par quelgne:
gouttes sculement de tris-hydroxy-méthyl-udéthanc.

Tes extraits sont évaporés sous vide a 40°C jUSqu'& un volume dgal

au dixicéme du volume de départ. A partir de cette concentration 12, on

4]

obtient, par dilution., les concentrations S, 3, et 1, la dernidre d'entwre

lles correspondant & nouvenu & celle de lfextrait bLpynb. Oes dilutions
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successives au 1/2 sont faites & partir de 1'extrait brut avec de 1'eau

& pH 7,4, jusqu'au 1/32 (1/2 ~ 1/4 - 1/8 - 1/16 et 1/32).

Les extfaits dilués et concentrés sont utilisés pour faire des tests

sur lame avec la souche H4, dans les conditions habituelles. Dilué au 1/32,
l'extrait est sans effet : la croissance et la morphologie du mycélium
régénéré sont alors identiques & celles des boutures ensemencées sur de
lteau & pH 7,4, Les filaments sont légeérement agrégés & partir de la dilu-
tion 1/16 3 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 quand la concentration croit.
Concentrés 5 fois et 10 fois, les extraits exercent une action inhibitrice

trés forte sur la croissance, allant parfois jusqu'ad son arrét total.

les extraits de mycélium agrégé ne provoquent donc l'agrégation que
dans des limites détermindes de concentration. Si l'on essaie de rapporter
cette action & la quantité de substances actives dans l'extrait, il
apparait que ces facteurs ne sont efficaces qu'au-dessus d'un seuil déter-
miné, Le fait qu'ils exercent, dans certaines limites, une action de type
quantitatif sur la morphologie des structures agrégées régénérées, peract
de donner une estimation approximative de l'activité comparée de liqueurs
d'origine différente ; il suffit de repérer a quelle concentration les
structures agrégées apparues dans les tests sur lame ont une morphologie
semblable,

Trés concentrés, les extraits inhibent la croissance des filaments B.
Il n'est pas certain que cette inhibition soit le fait d'une concentration
trop forte en substances ectives sur lfagrégation car de nombreux autres
facteurs chimiques sont égalewent concentrés ea méme temps. la pression
osmotique est tres forte et peut expliquer & elle seule 1'inhibition
(BOISSON, & paraitre). I1 fout cependant signaler que des extraits purifiés
successivement par thermo-inactivation, adsorption sur charbon actif et
élution & la pyridine ont le méme effet inhibiteur que les extraits bruis
dont ils proviennent, et, ceci, pour des concentrations théoriquemeni
identiques en facteur actif. De nombreuses substances ayant ét¢é éliminées
lors de la purification, la persistance de 1'effet inhibiteur est faovorable

au fait qu'il zerait supperté par les substances actives sur 1'agrégation.
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Dans tous les essais effectués jusqu'd maintenant, les extraits ont
été préparés a partir du mycélium agrégé de la souche H4 et testés sur cette
méme souche. J1 est logique de se demander si d'autres isolats sont
sensibles au facteur actif sur l'agrégation et s'ils sont eux—mémes

producteurs de ces substances.

b ~ Variabilité de la réaction morphogéne en fonction de la souche,

La variabilité de la réaction morphogéne dépend & la fois de la
production des substances actives par une souche donnée et de sa sensibilité
vis-d—vis de ces substances. Cn peut donc 1'étudier en utilisant des
souches qui s'agrégent peu ou pes du tout pour fabriquer des extraits que
l'on‘testera sur des souches qui s'agrégent bien et réciproquement. la
souche H4 a été choisie pour les études expérimentales sur ltagrégation car
la formation des palmettes en culture est particuliérement typique. Les
isolats D1, H105 et 3204 différencient des structures agrégées largenent
étalées en éventail dans la marge en croissance et qui prennent rarement,
surtout chez D1, 1l'aspect de palmettes ramifides constituées par des
faisceaux bien isolés les uns des autres.

Des extraits ont été préparés a partir du mycélium des guatre isolats
précédents, obtenu dang des conditions de milieu qui permettent 1l'agrégaticn
(milieu M51 a pH 4,5 contenant 2 g/l d*asparagine). Afin de déceler
d'éventuelles différences quantitatives entre les souches, les extraits
bruts ont ét¢é concentrés et dilués selon la technigue décerite précédemment
(p« 88 ). Nous avons ainsi utilisé 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. Ies effets morpho-
genes des quatre types d'extraits ainsi obtenus ont été étudiés grice o des
tests sur lame réalisés avec des bhoutures faites de filaments B cppartenant

aux quatre souches H4, D1, H105 et 3204,

Si 1'on examine tout d'abord l'action des extraits de différentes
provenances sur la souche H4, on constate gque tous provoquent l'agrémation
de cet isolat et que les palmettes régénérées ont unc worphologie scmblable
guand les quatre extraits sont concentirés 1, 2, 3 et 5 fois. On e¢n conclui
gue les quatre isolats fabriquent le facteur actif sur 1'agrégation en

quantités déquivalentes. Cependont, si les estimations précédentes sont
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rapportées 4 la teneur en azote protdéique des extraits de H4, D1, H105 et
3204 (4,5 -~ 2,9 - 6,8 et 5,6 mg/hl respectivement) on constale que, compte
tenu des erreurs possibles sur les teneurs en azote protéique et sur
1'appréciation de l'agrégation, la synthése des substances actives est a
peu prés équivalente pour les isolats H4, H105 et 3204, mais plus forte pour
D1,

La concentration de plus en plus grande des extraits se traduit,
comme nous 1'avons déja signalé, par une apparition de moins en moins rapide
des structures agrégées régénérées, Ce retard se traduit dans la croissance
des thalles mesurée 48 h aprés la mise en culture (courbes B et D de la
fig. 18). Cette inhibition peut méme, avec les extraits des souches D1 et
"H105 concentrés 10 fois, &tre totale ou empécher complétement la régdéndératior
de mycélium rampant agrégé, au moins pendant la durée limitée de nos
expériences. Il est possible que les effets sur l'agrégation et sur la
croissance soicnt liés et‘que 1tagrégation plus nette en présence dlextraits
concentrés soit due en partie & 1'irhibition qu'ils exercent au moment de
la régénération. Cependﬁn@, quand on compare dans les courbes B ¢t D de la
figure 18, la croissance des thalles & celle des témoins obtenus sur de
l1'eau & pH 7,4 (points portés sur l'axe des ordonnées), on constate gque
ltaction agrégative estvindépendante, au noins pour les concentrations 1 et
2, de l'action inhibitrice sur la régénération., Cela rejoint les résultats
des mesures effectudes précéderment : les structures agrégées régénirées
au cours des tests sur lame en présence d'extrait; croissent d'abord a la
méne vitesse puis plus rapidement que Jes filaments libres qui se dévelop-
pent dans les mémes conditions, sur de'l'eau & pd 7,4, L'agrégation observée
en présence d'extrait ne peut donc pas s'expliguer en faisant intervenir

seulement une action inhibitrice sur la croissance.

Si, maiﬁtenanb, on observe l'effet des extraits provenant de H4 sur
~les différentes souches; on constate que, concentrés de 2 & 5 fois, ils
exercent une action agrégative forte sur H4, moyenne sur H105 et 3204,
faible sur D1. I1 semble donc gque 1'on puisse classer les souches en
fonction de leur sensibilité aux effets morphogenes des extraits de la

souche H4, Remarquons par ailleurs que le clossement s'établit dans le méme

ordre avec les extraits provenant des souches H105, D1 ot 3204, ce qui



Jextrait brup  [] el concentsd
1

[EXTRAIT H4
croissance rc:dic:le——J

enmm

20¢

101

H4 o1 H105

EXTRAIT D1
—

Kk _J .
H4 D1 H105 3204

EXTRAIT 3204

— [ ]

Dt H105 3204

EXTRAIT H105

mnl

H105 3204

'IGUns 19

oY ”» 03 Y o * - .
lea effets comparés sur la creissance dfextraits brubs el dlextruit:

e
concentrés 18 fois puis ramendg par dilution & la concentration init



- 02 -

confirme le fait établi précédemment d'une synthése déquivalente du facteur

actif sur l'agrégation par les quatre souches.

Au cours de ces cxpériences, il est apparu un fait nouveau, jamais
observé au cours des essais effectués avec la seule souche H4, In
effet, les extraits concentrés 10 fois puis dilués jusqu'a 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 trés nettement
dans les courbes A et C de la figure 18 et dans les graphiques de la
figure 19, Les premiéres donnent la croissance radiale des .thalles 43 h
aprés la mise en place du test, en fonction de la dilution de 1'extrait brut
L'allure décroissante des courbes, exéeptée de celle correspondant a Hi,
quand la dilution décroit (ou quand la concentration croit) montre gue
1'extrait brut contient un inhibiteur dont 1l'action diminue en méme temps qus
la dilution de 1l'extrait augmente. Cet inhibiteur est présent aussi bien
dans les extraits de la souche H4 que dans ceux des trois autres souches.

la réaction des différents isolats apparait trés clairement dans les
graphiques de la figure 19 ol nous avons figuré pour chaque extraiv et pour
chagque souche la croissance radinle en préscnce d'extrait concentré 10 fois
puis ramens a la concentration initiale e! en présence d'extrait brut
(partie pointillée)., 14 n'est pas sensible a 1'inhibiteur, alers que D1,
H105 et 3204 y sont tris sensibies, D1 plus que les deux autres pour autant
que 1l'on puisse tirer des données quantitatives de ces expériences portant
sur un petit nombre d'échantillons. I1 semble, également, que l'inhibiticn
exercée par les extraits de la souche D1 soit plus forte que celle des
extrails provenant des trois auires souches,

L'inhibitien que nous venons de constater agit indirectemsnt sur
1tagrégation, En effet, alors que les souches H105 et 3204 se développent
sous forme agrégée dans les extraits concentrés 1, 2, 3 et 5 fois, elles ne
le font pas & partir de l'extrait brut dilué ou =non. Remargquons enfin gue
nous avons, 1la encore, séparé les "effets agrégatif®™ et "inhibiteur® des

extraits et montré que le premier n'est pas wie conséquence du second.
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Les conclusions de ces expériences sont de deux sortes. Les premiéres
concernent l'action des extraits de mycélium agrégé. Quelle que soit leur
provenance ils exercent, au cours des tests sur lame, une double action,
inhibitrice sur la croissance et inductrice sur l'agrégation. La premiere
peut parfois masquer la seconde ; elle peut étre éliminée par évaporation
sous vide a 40°, Dans 1'état actuel de nos connanissances, il n'est pas
possible de déterminer si ces deux actions morphogénes doivent étre
rapportées a deux substances différentes dont 1'une serait détruite par
évaporation sous vide & 40° ou a une seule substance ayant deux sites actif:
dont 1'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
1'une n'est pas une conséquence de l'autre,

La deuxiéme série de conclusions concerne la synthése des substances
actives par différents isolats du L. lignosus et leur sensibililé vis-a-vis
de ces suhstances. Nous avons vu que toutes les souches sont capables de
synthétiser le facteur actif sur l'agrégation a des taux que 1'on peut
estimer a peu prés équivalents, au moins quand on le rapporte & la quantitd
de mycélium frais ; toutes sont capables aussi de synthétiser le facteur
inhibiteur de la croissance. la sensibilité des souches vis-a-vis de ces
substances varie assez fortement. H4, H105 et 3204, D1 présenteni des sensi-
bilités décroissantes au facteur inducteur de 1l'agrégation et des sensibi-
lités croissantes au facteur inhibiteur de la croissance. Quand on sait que
ces souclhes, ranzées dans le méme ordre, présentent en culture des palmettes
de moins en moins agrégées, il est logique de sc demander si les caractéris—
tiques précédentes sont & l'origine des faits observés in vitro. Nous ne

possédons aucun élément de réponse & cette question.

les résultats obtenus jusqu'd maintenant montrent que des substances

»,

inductrices de l'agrégation sont présentes dans les filaments des palmeltes
et qu'elles menifestent leurs effets quand elles sont testées sur des
filaments de la phase B, I1 est naturel de se demander si les facteurs
actifs sont également synthétisés au sein des aulres types mycéliens
(filaments A et B) et s'ils sont efficaces sur ies filaments A et sur les
filaments agrégés, de la méme manitre que sur lec filaments B. Uela revient

en définitive & éiludier la synthese et l'activité de ces facteurs au cours

du développement
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5 - Synthése et activité du facteur inducteur de l'agrégsation au cours du

développement .

a — Synthése du facteur inducteur de l'agrégation par les différentes

— P e - am o e e e w— oW

formes mycéliennes,

Cette synthése peul étre étudiée en comparant 1l'activité d'extraits
préparés a partir de nmycélium appartenant aux phases A, B et agrégée.

Les filaments B et les palmettes sont récoités dans des cultures
réalisées sur des membranes de cellophane placées respectivement sur du
milieu malté ou du milieu MS1 a pll 4,5 contenant 2 g/1 d'asparagine. les
filaments A, du fait de leur positicn immergée dans le substrat, ne peuvent
étre obtenus dans les mémes conditions. la technique de culture que nous
avons adoptée & la suite d'essais préliminaires consiste & ensemencer des
boutures de grande taille au fond d'un Erlenmeyer contenant une quantité
importante de milieu liquide & 1l'extrait de malt 2% (2C0 ml c¢ans des ficles
de 250 ml). Les thalles sont récoltés avant que les filaments nc se
développent & la surface du milieu liquide ; ils sont récupérés par filtra—
tion sur une plaque de verre fritté puis essorés sous vide., I'extraction

ct les tests sont faits de la mani¢ére habituelle,

les extraits bruts ont une activité faible ou nulle lorsqu'ils pro-
viemment du mycélium de type A et une activité un peuv plus forte lorsqu'ils
sont préparés & partir de filaments B, Leurs effets sur 1l'agrégation sont
particuliérenernt nets quand ils sont issus de mycélium agrégé.

L'utilisation d'extraits dilués ct concentrés a permis de confirmer
ces observations gualitatives., les premiers doonent des résultats peu pfécis
car il est difficile d'dévaluer exactemwenrt a partir de quelle diluticn
Jtextrait est jnactif sur l'agrégation. Cependant, l'estimaticn de cette
dilution limite correspondant au 1/4, au 1/8 et au 1/16 pour les extraits
provenant du mycélium des phases A, B et agriégce respectivement permect déja
leur classification en fonction de leur activité. Plus nettes sont les
différences qui apparaissent qguand on utilise des extraits coencentrés de
® & 10 fois. Si 1'on choisit coemme critére d'interprétation l'agrégaticn
et que 1l'on prenne comme référence l'ection de l'extrait brut de mycélium
agrépé, on constate que ltextrait de filamemts A concentré dix fois a une

édenve et cu'il fout concentrer de 5 & 10 [eds

action inrériewe & la pr

I:(;
les extraits de filaments D pour avoeir unc actien identique,



Extrait Milieun tampon
brut malté P
Rayon des thalles ¢n mm
24 h (ler chiffre) et 48 h (2tme 7,7 -~ 11,8 10 - 17,8 11,1 - 1
chiffre) aprés 1'ensemencement
Croissance radiale journaliére
en mm (de 24 & 48 hg 41 7,8 753
24 h aprés le repiquage
dislance apex-ler ramean 305 464 585
distance ler-2eme rameaux 268 409 496
g distance Zeme-3éme rameaux 260 - -
S (en microns)
g .ol
It 48 h apreés le repiquage
o distance apex-ler rameau 302 519 567
=] distance ler-2éme rameaux’ 261 459 546
& distance 2%me-2¢me ramesux 270 390 -
(en microns).
TAELEAU IX

Influence d'un extrait brut de mycélium agrégé sur la creissance et la

ramification cdes {ilaments A de la souche H4
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Tous ces faits tendent & prouver que 1l'activité du facteur responsable
de 1'agrégation cst plus forte dans les extraits de mycélium agrégé que dans
ceux de filaments B et qu'elle reste toujours trés faible dans les liqueurs
provenant de filaments A. Ceci est encore vrai si les activités précédentes
sont rapportées & la quantité de matiére vivante puisque les teneurs en
azote organique mesurées par la technique du biuret, sont de 2,4 - 4,2 et

7,2 mg/ml dens les extraits provenant du mycélium des phases A, B et agrégée

respectivement ,

b — Action des substances inductrices de l'agrégation sur les

di{férents_typeS_filamenteux:

— - — - e,

Cette action a été étudiée avec des extraits bruts provenant de
mycélium agrégé, o o - .

Des boutures de petﬁte taille (0,4 mm de coté) sont ensemencées & la
surface d'une membrane de cellophane déposée sur du milieu malté. 24 hcures
aprés le repiquage, le jeune thalle est déposé avec la cellophane
sous—jacente sur l'extrait de mycélium agrégé. Cette opération est réaliscée
chaque jour, d'abord avec des thalles entiers, puis, lorsque lec diamétre des
thalles est tel qu'ils ne peuvent plus €tre transférés intégralement sur unc
lame de verre, avec des boutures découpées dans le front de croissance selon
la technique décrite précédemment. Les témoins sont constitués per des
thalles identiques transférés secit sur la solution d'extraction, soit sur
du milieu malté liquide.,

Lorsque les cultures se développent dens la phase A, elles ne
s'agrégent jamais oau cours des tests sﬁr lame, Cependant, les extraits ne
sont pas totalement inactifs. En leur présence les filaments régénérés
s'allongent moins vite (tabl. IX). Les ramcaux 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 soil 1'dge des thalles,
~tant que leur développement a lieu dans la phase A. Les filaments A ne sont
donc pas sensibles a l'action des extraits sur l'agrigation,

Dés que les fjilaments B apparaissent, ltaction des extraits se
traduit, ccrme nous ltavons vu précéderment, par un ralentissemeni de Jeur

K]

croissance et par l'apparitien d'hyples agrigée

[43]

-

ILteffet des extraits sur les struclures agrégées a &té testé de la

méme manitre que précédemment mais les bouiures sont constituées por des
palmettes de 1,5 cm de long préleviées sans Iléser la zone en croissance :lins

des cultures sur cellephanc, Iorsgu'telles sont déposées sur Ja sclution
q
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d'extraction, elles donnent naissance & du mycélium non agrégé. En présence
d'extrait, les filaments continuent & croitre sgous forme de faisceaux
aprés une courte période suivant le repiquage durant laquelle ils régénérent

surtout du mycélium aérien dressé,

Lles résultats des expériences 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 1'initiation gue sur le maintien de 1'état

agrégé.

6 - Conclusicns,

Ltétude du mécanisme interne de l'agrégation a ¢té effectuée avec
des broyats préparés a partir des différenls types mycéliens du L. lignosus,
Elle a montré que les extraits provenant de mycélium de type B ou de
mycélium agrégé sent actifs sur 1l'initiotion et le maintien de 1fétat agrégd

Ces résultats doivent &tre interprétés avec prudence étant donné que
les effets morphogtnes des extraits peuvent théoriquement dépendre de causes
irés variées agissant indirectement sur l'agrégation, per exemple, en
inhibant la croissance des filaments libres.

Plusieurs faits expérimentaux scnt défaverables & cette hypothése.
Nous avons en effet démontré que les substances actives dans les extraits
sont synthétisées par le thalle, ce qui permet d'éliminer une action directc
des facteurs chimiques du milieu nutritif aprés leur absorption par les
filaments. Par ajlleurs, bien que les extraits soient capables d'exercer
une action inhihitrice sur la croissance des filaments, ils comserveni lenr
effet inducteur sur lfagrégation dans des conditions ou les actions inhibi-
trices ne se monifestent plus. Les premiers ne sont donc pas unce couséquencc
des seconds. I1 semhble, au contraire, gu'ils interviennent directement dans
ltagrégation.

Comme beaucoup de substances agissant sur une foretion physiclogique
ou sur un nmdécanisne morphogénétique, les substances extraites du mycéliunm
ne sont actives sur 1l'agrégation qu'ou-dessus d'un seuil de concepiration

-

déterniiné ; elles devieancat ivhibitrices lorsgu'elles sonb irop conceniréoe.



- 97 -

Les modalités de leur synthése 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'a partir
du stade B du développenent et les filaments A ne sont pas sensibles & leur
action sur l'agrégation. le méme argument peut &tre tiré du fait que toutes
les souches testées fabriquent ce facteur, méme celles qui s'agrégent mal
en culture in vitro, mais qu'elles n'y sont pas toutes sensibles de la méme
maniére,

En définitive, les résultats obtenus jusqu'a présent sont en faveur
de l'interprétation selon laquelle l'action morphogéne des extraits est
supportée par des substances qui sont élaborées par le thalle et jouent un
réle inducteur sur l'dgrégation. Compte tenu de ces caractéristiques, con

peut dorémavant parler de facteur morphogéne inductecur de 1l'agrécation.

Jusqu'd mointenant, l'expérimentation sur la formation des palmettes
chez le L. liconosus a eu pour but, soit d'interdire ou de modifier l'accumu-
lation des substances diffusibles excrétées par les filaments, soit de
déterminer les effets morphogénes des facteurs actifs au sein des extroits
mycéliens. Il nous parait nécessaire d'étudier en dernier lieu ce qui se
passe dans les conditions normales du développement en cultures in vitro
en cherchant & déterminer comment se traduisent les actions exercées a
iravers le substrat par les substances diffusibles excréices par les fila-

mnents en croissance.

C - ACTION I\HInIT LCL DES_SUBSTANCES DITFUSITILS LXCRETTES PAR 1E THALLE UKYS 1

» DES INTERACTIONS ENTRE PAINDTTES,

e L T o e L e

Dans les ccnditions normales du développement en culture in vitiro,
les palmettes croissent et se ramifient en restant cdte & c6te ; elles sont
toujours orientées radialement par rapport au thalle non agrégé, de forme
circulaire, dent elles partent. I1 est facile de voir que les palmettes ne
stentrecroisent et ne se chevauchent pratiquement jameis. Au contraire;
chaque palmette semble occuper, avec ses ramcaux, unc zone bien &L]lw" ¢e
du substrat, sans empidter sur lcs zones occupées par les palmeties veisines
Cetle disposition fait certainemeni intervenir des phénoemines de régulation.

Nous les avons analysés cn confrorntant des palmettes issues de boutures

différeutes,



PLANCIL XVIT

Jes interactions entre palmeties sur des milieux gllesés
Ay et C - boutures p

ylacdes Tace & face & 1 em (A)y, 2 cm (C) et 4 em (-
1tune de )¢ _

tutre.
D — entre des paimettes issues de beoeuvtures dent lesg axes fent e
eux un angie de 120°,
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Cette étude a été effectuée en boites de Pétri sur le milicu MSl a
pH 445 contenant 2 g/l d'asparagine, Grice aux lois de la polarité, on peut
prévoir de maniére précise la localisation et la direction de la croissance
des palmettes régénérées & partir de boutures de 1,5 cm de coté, prélevées
dans le front de croissance de cultures de la phase B, Ces caractéristiques
permcttent de faire converger des palmettes selon des angles différents et
aprés des temps de croissance variables. Pratiquement, les boutures sont
ensemencées a guelques centimétres 1'une de l'autre, leurs axes de polarité
faisant entre eux un angle de 90 a 120° ou bien face & face et a des
distances variant de 0,5 &8 4 cm.

lorsque les semis sont face & face et trés prés 1'un de 1l'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 j; les structures agrégées se différencient latéralement, perpen-—
diculairement & la direction de la croissance. lorsque les semis sont un peu
plus éloignés (1 cm), il n'y a plus convergence des centres de formaticn
des palmettes, mais les structures agrégées epparaissent encore latéralement
(p1. XVII 4). Enfin, gquand les boutures sont séparées par des espaces plus

grands (de 2 4 ¢cm), qu'elles soienl disposées face a face ou latéralement,

a
(pl. VII B, C et D) on observe, entre les structures asrégées régénérées
dans la zone apicale de chaque bouture, deux types de réactions. Les
structures agrégées qui se rencontrent face & face s'inhibent & distance :
elles donnent naissance, dans la marge en croissance, d des filaments
inmergés intensément ramifiés et & quelques filaments superficiels libres
qui s'arrétent de croitre rapidement. Tant que 1'angle fait entre les
palmettes qui convergent reste supérieur a& 90° enviroun, c'est ce type
d'interactions gui se manifeste. S'il est inflérieur a cette valeur, les
structures agrégées modifient progressivement leurs parcours en se ra2pous-—

sant, puis elles entrent en contact et s'entremélent,

La derni2re réaction observée est susceptible de résulier, au noins
en partie, des effets mécaniques dus & la renconlre entre filoments. Pour
éliminer ces effets, le dispositif expérimental suivant a &été adepté
(fig. 20). Une membrane de papier filtre recouverte de cellophane sur ses
deux faces est maintenue verticale en lo fixant sur un tube coudé en U. Ce
dispositif est placé verticalement dans un hécher de 600 nil qui reuferme
1 e
A

40 ml 4'ane solution pubtritive liquide autorizant Uagrdégation (miliev 13

[N

-
& pll 4,5 coutenant 5 g/] dtasparagine). Yes bouturc: semblables & celles
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FIGURE 21
Réactions observées entre les structures agrégées régénérées sur chacune
. " faces d'un papier filtre imbibé de substrat nutritif permettant

l1tagrégation (Dispositif de la fig._20)

Nombre de couches de
C o v 1 2 3 4 5
papier filtre
Croissance radiale en ma des
almnettes du coté apical des - - .
ba Lma . A 15,0 18,5 22,5 30, 8 36
boutures aprés 8 j. de
culture
TABLEAU X

Mesure de 1'inhibition exercée entre palmettes poussant face & face sur

-

deux cdtds de membrones de papier filtre de différenles épaisseurs
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utilisées dans les expériences sur milieu gélosé sont ensemencées sur chacun:
des faces selon des dispositions analogues & celles réalisées dans les
essais précédents. Les thalles se développéht donc sur chaque face d'une
membrane de papier filtre imbibée par trempage dans la solution nutritive.
La cellophane empéchant le passage des hyphes, les scules relations
possibles entre les deux cultures sont celles qui peuvent s'établir par
1'intermédiaire du substrat.

les palmettes convergentes réagissent, comme précédemment, en
différenciant dans le front de croissance des filaments rampants non
agrégés, intensément ramifiés, dont 1'élongation est rapidement stoppée,
mais & des distances bien‘sﬁpérieures 4 celles observées dans les milieux
’géloSés; dépassant souvent % °¢m. Il n'y a pratiquement jomai# clievauchement
‘de palmettes et la partie du' substrat occupée par un thalle sur 1l'une des
faces du papier filtre n'est jamais envahie, sur son autre face, par des
palmettes issues de 1l'autre bhouture (fiz. 21). Ces phénoménes se traduisent
en définitive par des réactions d'évitement entre les structures agrézées
qui croissent en direction 1'une de l’autre. Aucune des réactions enrcgis—
trées ne peut.8tre expliquée par des phénomines d'attraction entre palmettes
toutes ces réactions traduisent au contraire des phénoménes d'inhibition

& distance.

L'inhibition mise en évidence grice vu dispositif précédent et
dans les cultures sur milieux gélosés peut théoriquement s'expliquer par

un épuisement lccal du substrat nutritif{. Cette hypothése doit cependant
étre repoussée du fait gue des réactions semblables se maniflestent cnire

des palmettes qui se développent sur de l'eau & partir de bichcttes d'llévéa.

Lorsque, dans le dispositif précédent, on remplace la cellophanc par
-une membrane & dialyse ou par une feuille mince de papier d'aluwiiniun, les
réactions d'inkibition se manifestent sculement dans le premier cas. les
faecteurs responsables de 1'inhibition, qui sont vraisemhlablement de nature
chimique, sont donc constitués par des petites molécules dialysables
excrétées pur les filamenls en croissance,

Leur nature chimique est coniiraée par le fait que leuwr aclion dépend
de leur accumulotion plus ou moina grande dans le substrat, donc, cn
définitive, de leur copcentration. En effet, sur milieux gélosés, les
.

plus nets et s> munifesvent a des

phénoménes dtinhibition sent d'autan

™~

distances d'autant plus grandes que le snhstrat est moins épais.
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Dans les expériences ou les thalles sont cultivés sur chacune des
faoces d'un support imbibé de solution nutritive, on peut remplacer le papier
filtre utilisé habituellement par une ou plusieurs couches de poapier a
chromatographie. Lorsque les boutures sont ensemencées face & face & 4 cm
1'une de l'autre, 1'inhibition peut &tre évaluée par la croissance radiale
du thalle dans la zone apicale de la boubture 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, qde la couche de papier filtire
séparant les deux thalles est plus épaisse, Remarquoms par ailleurs que,
bien que l'action inhibitrice diminue, on n'observe jamais de phénomcnes
d'attraction entre palﬁettes.

I1 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 contiru de la solution nutritive décrit au déhut
de ce chapitre et d'ensemencer les boutures face & face & 0,5 -~ 1 et 2 cn
de distance, Dans le tdémoin, le papier filtre est imbibé par trempage dans
la solution nutritive. Les cultures traitées se développent sur du papier
filtrc au sein duguel le milieu diffuse continuellement, Les résultats
apperaissent de maniére tres nette dans la planche XVIII. Sur les témoins,
les palinettes sont peu nombreuses et se différencient en position latérale
(ple XVIII A). Quand le substrat sous-jacent est constamment recyclé sous
les cultures, les palmettes se différencient sur les 4 faces de chaque
bouture (pl. XVIII B). Ces expériences ne peuvent s'interpréter qu'en
faisent intervenir un lessivage des substances inhibitrices excrétées par

les filaments résultant de la circulation de la solution nutritive.

En définitive, il apparait trés clairement que l'inhibition de la
croissance des filaments agrégés est zous la dépendance de substances
excrétées par‘les hyphes elles-mémes. Le fait qu'elles ne soient actives
qu'a partir d'une certaine concentration permet d'expliguer les deux types
de réactions décrits lorsque des palmettes se rencontrent. Il est vroisem-
blable que les effets morphogénétiques observés ne dépendent pas directement
de 1'angle lait centre les palmeties meis de 1'accumulation plus ou moins

» -

forte des facteurs excrétés. Quand les structures agrégdées se renconbrent

-~

face & face, la diffusion csi limitdle par les palmettces voisines qui

-~

excratient les mémes substances et i est vraisemblable que leur concenftratine
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atteint ropidement le seuil d'action sur la croissance des structures
agrépées, Ce sont les palmettes ndées prés des faces latérales de la bouture
qui se rencontrent selon un angle inférieur & 90°, Devant ces palmettes,

la diffﬁsion'peut steffectuer librement et leur concentration n'atteint
Jamais le seuil d'action sur 1'inhibition.

On peut enfin se demander & quels niveaux ces substances sont
excrétées. Est-ce uniquement & l'apex ou bien sur une zone plus ou moins
étenduc de la palmette ?

Des indications & ce sujet ont été obtenues en utilisant & nouveau
le dispositif qui permet la culture de mycélium agrégé sur chaque face d'une
membrance de papier fiitre. Lorsqu'on place cntre deux membhranes de papier
filtre recouvertes de cellopbane et imhibées en permanence par la solution
nutritive une feuille mince dfaluminium portanl en son centre unc perfora-
tion circulaire de 8 rm de ¥ (fig. 22), les relations entre les deux thalles
sont possibles seulement au niveau de cette perforation. Les boutures sont
ensemencées de chaque c¢8té du dispositif, 1'unc & 0,5 cm de la perforation
et l'aufre 4 des distances variant de 0,5 & 4 cm. Les palmeties issues de
la bouture la plus rapprochée vont excréter les substances diffusibles au
niveau de la perforation, créant ainsi un gradient au sein duquel les
poalmettes issues de 1l'autre bouture vont se développer. On constate gue les
phi¢énoménes d'inhibition se manifestent aussi bien quand c'est 1l'apex qui sc
irouve au niveau de la perforation que lorsgque ce sont des parties plus

gées correspondant au woximum, dans nos expériences, & du mycélium de six

=24

jours, Ceci est donc en faveur de l'excrétion par 1'ensemble de la palmette.

Ce dernier dispositif donnc par ailleurs des indications supplémentai-
res sur l'action des substances inhibitrices. Les palmeites se dissocient
si leur trajet est orienté radialement par rapport au gradient j; eclles
contournent la perforation & distance s'il est orienté tangentiellecment.

I1 semble donc guc les substances inhibitrices soient capables d'orienter
la croissance des palmetties.

Ces derniers faits sont coenfirmés par des expériences dans lesouelles
des palmettes de grande taille (1,5 era) sont repigquées au voisinaze d'un
thalle asrézdé en cours de croissance {pl.XVIII C).Pour éviter les interac-
{ions mécanigues cntre les filaments, Je thalle~mére cultivé sur une

membrane de cellophanc est retournd conitre Je substrat gélesé et les
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palmnettes sont repiquées au voisinage de la marge en croissance soit face &
face, soit latéralement,

Quelle que soit la position du semis par rapport aux palmettes
appartenant au thalle-~mére, on constate que la régénération donne toujours
naissance a des structures agrdégées orientées vers les zones du substrat
non occupées par le thalle-mdre., Cette orientation cst due au fait que les

-,

filaments régénérés en direction des palmettes du thalle-mére sont inhihése.
Etant donnée 1'albsence d'obstacles mécaniques a 1'envahissement du substrat,
cette action ne peut &tre rapportée qu'a la présence des substances

excrétées par les palmettes sous-jacentes.

L'étude des interactions entre structures agrégées chez le L.licnosusg
montre que les palmettes excretent dans le substrat des substances inhibi-
trices de la croissance des filaments non agrézés et agrégés. En cffet, ces
interactions se traduisent toujours par des inhibitions & distance attestdées
par l'apparition, dans la marge des palmettes, de mycélium non agrégé dont
la croissance cesse rapidement., Ta manifestation et 1'intensité de ce
phénoméne dépendent de la concentration des facteurs diffusibles au niveau
de la zone apicale des palmettes.

Lorsque la creissance n'est pas totalement arrétée, 1'inhibition se
truduit dans l'orientation de la croissance des structures agrézées les unes
par répport aux autres et permet de comprendre pourquoi les palmettes ne se
chevauchent pas. L'action des substances inhibitrices excrétées par les
palmettes doit également étre responsable de l'orientation radiale des
palmettes issues d'un thalle non agrégzé. Il est en effet logique d'admettre
que la croissance est orientée dans le sens correspondant & la cencentration
minimale de substances inhibitrices & 1'intérieur du gradient c¢réé par

1'excrétion.

D ~ CONCLUSIONS ET DISCUSSIONS,

g S e o e ]

Lt'ensemble des expéricnces présentées dans le chapitre V conduit &
des conclusions conformes aux hypothéses présentdes dans 1'inbtroduction,
Ltagrégation des filaments en palmeties met en jeu des informations qui

transitent 4 lo fois par voie interne et par voie externe, Elles nous

apprennent, de plusg, gus cecs infermations sont supportées par des substances

élalmrées par le thalle. Doux types Je Facteurs ont, cn offety é4¢ rocons
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au sein des extraits préparés & partir du mycélium agrégé des palmettes., Le
premier correspond & une substance morphogéne inductrice de l'agrégation,

le second & une substance inhibitrice de la croissance du mycélium agrégé

et des filaments non agrégés. Rappelons qu'une substance unique portant deux
sites actifs différents peut également rendre compte complétement des

résultats obtenus.

Plusieurs caractéristiques du facteur morphogéne inducteur de 1l'agré-
gation ont été mises en évidence, en particulier, la dépendance de son
action vis-a~vis de sa concentration, les modalités de sa synthése au cours
du développement, enfin son spectre d'activité sur les différentes formes
mycélienncs. Nous savons, par ailleurs, que ce facteur morphogéne 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 morphogéne peut étre décelée & partir de filtrats de culture.

I1 est donc logique d'admettre que 1'effet inducteur qui s'exerce par voie
externe et que nous avons démontré directement par les expériences de

lavage continu des thalles en croissance avec une solution nutritive auto-
risant 1'agrégation, est dii au facteur morphogéne présent dans les extraits.
Cette identification permet d'ailleurs d'interpréter complétement les
expériences de lavage.,

Lorsque la solution nutritive circule par diffusion sous le thalle en
croissance, le facteur morphogéne qu'il synthétise et qu'il excréte dans le
substrat est constemment éliminé. Si le milieu est renouvelé en permanence,
le lessivage ininterrompu du facteur morphogéne maintient sa concentration
au sein des filaments en dessous du seuil d'activité et 1l'agrégation n'est
pas induite., Quand, en revanche, la solution nubtritive est constamment
recyclée, le facteur morphogéne s'accunule dans le substrat et limite sa
propre excrélion, de sorte que sa concentration interne augmenie progres-

sivement., Lorsque le seuil d'action est atteint, l'agrégation est indaite.

Fn définitive, l'agrégation est induite et entretenue par un facteur
morphogéne synthétisé au gein des thalles et excrété par les filamenis dans
le substrat. Ce facteur impose aux filaments leur morphologie particulicére
et leur groupement en faisceaux § il est également responsable des modili-

cations physioclogiques observées en parviculier au niveau des propridéités

des parois des filaments agrésés, Il n'est nas possible de délerminer la
I greg
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part jouée par ce facteur par voie externc et par voie interne., Il est
certain, cependant, gu'il n'intervient pas par l'intermédiaire d'un gradient

externe au sein duguel les hyphes seraient orientées et rassemblées.

L'étude des interactions entre palmettes n'est, en effet, pas
favorable & 1l'existence de phénoménes d'attraction entre les filaments. Au
contraire, les interactions qui s'exercent entre des structures agrégées
voisines sont toutes de type inhibiteur et conduisent scit & des inhibitions
de la croissance des palmetles, soit & des modifications du trajet des
palmettes les conduisant & s'écarter l'une de l'autre. Ces deux types
d'action dépendent de la concentretion des substances inhibitrices excrétées
par les filaments agrégés dans le substrat. Nous ignorons la nature decs
facteurs inhibiteurs responsables de cette action. Il cst bon de reppeler
que nous avons mis en évidence dans les extraits de mycéliuvm agrégé la
présence de substances inhibitrices de la croissance des filements
et non agrégés, substances qui peuvent &tre éliminées ou dénuturdes per
évaporation sous vide & 40° et qui pourraient €tre responsables des
interactions observées entre palmettes.

Cuelle que soit la substance responsable des effets inhibitcurs, il
n'en reste pas moins certain que des corrélations entre palmettes s'exercent
par l'interm¢dinire du mycélium externe et qu'elles sont responsables de

1'orientation de la croissance des structures agrégées.



DISCUSSION ET CONCLUSION

De la bagidiospore au rhizomorphe, tel est le pas gque nous nous
proposions de franchir dans 1'introduction de ce mémoire. Ce but a-t-il été
atteint ? Autrement dit, les résultats obtenus permettent-jils de construire
un modéle de déveleppement du L. lignosus ? Quels sont les preblémes qui
restent & résoudre et comment peut-on les aborder ? Clest & cet ensemble de
questions que nous essaierons de répondre maintenant,

Dans cette diécussion, nous envisagerons esscntiellement les phénoménes

* qui préparent et induisent 1'agrégation des filaments en palmettes, étape |
préliminaire & 1'édification des crganes agrégés les plus différenciés, les
cordonnets et les rhizomorphes. Pour faciliter le début de lo discussion,
nous rappellerons au préalable, que l'agrégation des {ilaments est irduite
pur un facteur morphogéne élakoré per le thalle ct qu'elle cenduit &4 un
organe tres polarisé, aussi bien dans l'orientation de sa croissance que

k]

dans ses potentialités de régénération,

A - LES ETAPES DU DEVELCPPZNINT (UT PRIPATID

e e e e T e L TN T e

Lt AGRI — MORPHCGINESE DLS

THALLLES NON AGRIGES,
P g A% ot et SP ooy 4 SR b ol = 3 = § b

lorsqu'on ensemence une basidiospore sur du miliecu malté, le dévelep-
pement du thalle non agrégé s'opére en deux phases A et B caractérisées par
la nature des filaments qui assurent l'extension du thalle. Intramatriciels
et & croissance lente au cours du premier stade (filaments A), ils sc
rapifient en donnant un systiéme aérien dressé ct, au bout d'un délai moyen
constant pour chogue scuche, des fTiloments superficiels & élongation rapice
caractéristiques de la dcuxieme phase du développement (filaments B).

L'un des caractlres les plus originaux de Ya morphogénese des thalles
non agriégés est l'existence de phénemine de corréletion s'exergont, au
cours de l'une et l'autre des devx phases de la croissance, enire le myel-
Yiww irrergd et Ye wmyceélium super{icicls Ils obligent le thalle & se

dévelovrer scus ferme A perdant un tonps d8ternind 3 autvercert ¢34, ils
sent responsablces de l'exiatence el de Ja durde dn Qial ¢ni préetde 1Map-

-,

pariticn des [ilaments B darns une cuelivre d'origine monohasidiespovie.

-~
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Les variations morpholcgiques portant sur le diamétre des filaments
et sur leur ramification sont accompagnées de différenciations physiologique
directement perceptibles ou non, qui se traduisent :

- par une adaptation & la vie au contact direct de l'air, s'effectuant
vraisemblablement au niveau du métabolisme respirafoire, par l'intermédiaire
du mycélium aérien dressé de la phase A.

~ par une vitesse de croissance plus rapide.

~ par l'apparition d'une polarité de régénération liée au dreinage
de substances provenant de l'arriére du thalle en direction des epex en
croissance,

- enfin, par la mise en route de la synthése du facteur morphogéne

inducteur de ltagrégation.

L'existence de deux types mycéliens dont 1'un cst capable de croitre
rapidemenl & la surface du milieuv n'a ¢té sigralée, & notre connaissance,

que chez le Corticium rolfsii (GCUTCﬁ, 1971). Un examer rapide des thalles

de nombreux Chempignons indique que tous ne possédent pas cette facultéd
qui semble caractlristique des espices capables de creitre a Yextéricur

de leurs hétes sous forme de filaments isolés (Rhizoctenia solani, par

2

exemple) ou, plus généraiement, de filaments egrégés er faiscecaux (lrasmius
Spey par cxcmple) L'existence de corrélations entre la différenciation

d'un type de filament analecgue au filawment B et 1'adaptation & la prepoga-
tion sous forme agrégée cdans des conditions de miliew normalement peun
favorebles & la croissance des Chompignons reste encore & démontrer.

Chez le L. lignosus, plusieurs faits tendent & vérifier le postulat
précédent. En effet, lorsque les thalles ne peuvent se ddvelopper dans
1'état B, ils sont ¢également incapebles de différencier des structurcs
agrégées. Filamernts B ct filaments agrégés possédent en commun des pre-

tés physiclogiques que ne possédent pas les filamernls A, Les preniers
sont fortemeni polarisés, tant dans 1l'orientation de leur creissance qgue
dens leurs potentialités de régénérotion, alors que les seconds ne le sont
qgque faiblement. D'autre part, le factecur morphogene est abondant dans les
filaments B et dans les filaumenls ogrégés 3 il ntest pus smthditisé scuz o

forme octive, ou 1l'est en faible qguantité seulement dans les filaments A.

Plusieurs questiors se posent & propos du ¢éveloppement des thalles
non agrégiss en relation avec la présence du [uctevy merphegene date dc
"
wycéliuwn de Ja phose B, cuestions auvxguellics nous e peivyons ripendve gue

per des hypolhéses.
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Nous savons que la polarité met en jeu des transports de substances
.des régions dgées du thalle vers les apex en croissance. Par ailleurs,
1'état B n'est maintenu, par bouturage, que lorsque les semis emportent une
grande quantité de cellules. Les résultats peuvent étre interprétds, entre
autres hypothéses, en faisant intervenir une substance & seuil dans
1tapparition et le maintien de 1'état B, substance qui pourrait &tre le
facteur morphcgéne inducteur de l'agrégaticn. On est tenté de répondre que,
ce facteur n'étant pas synthétisé dans le mycélium de type A, il ne pewt
pas intervenir dans l'induction de la forme B. la réponse doit cependant
étre plus nuancée. Ia présence d'un précurseur dans le mycélium de type A
suffirait pour expliguer les faits précédents. Il faut aussi se rappeler
que les extraits de filaments A sont raorement totalcment inactifs. On peutl
donc formuler une autre hypothése : la synthése du facteur morphogéne
débuterait dans le mycélium aérien dressé upparu par ramification des
filaments A au cours de la premi¢re phase de croissance, Elle est ccnforne
au fait que la différenciation des filamerts B est préparée dans ce myccélium
et que les extraits de filaments A onl toujours été faits dans des thalles
possédant peu ou pas du tout de mycéliuvm adérien dressé. I 1'ahsence
d'expdériences précises, il nous est, pour lfinstant, impossible de réaoudre
ces problémes mais rien, dans nos résultats, ne permet d'infiymer & coup

sir les hypothéses énoncdes ci-dessus,

B -~ IES CONDITIONS DU PASSAGE A IA PHA?E AGREGEE,

1 ~ Ies conditions internes.

Les structures agrdégdes ne peuvent apperaitre que lorsque le thalle
issu de la basidiospore est potentiellement capeble de se développer dans
1'état D. Autrement <it, l'initiation des palmettes du L. liomesus n'est

-
"\

possible gu'a partir d'un thalle nen agrégé, ce qui correspond & une
caractéristique trés générale de la formation des rhizomorphes.

Lo condition précédente est impérative auv niveau des potentialités
seulement et n'implique pas nécessairement l'expressien morpholosique de la
différenciation, c'ecst—~a~dire un développenent préaluble sous Ja Torme B.
Ces résultats penvent erncorce &tre énoncés en disant que les fjlaments B sord

conpétents pour l'agrégation alers yue les filaments A ne le sonl pas.

LV'insensihi

ité de ces [ilanenis vis-a—vig du laclory morphegene androiory

—
)
)
-

de Jtagrigation suffit & expligrver icur incompdicncd,
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2 - les conditions exterres,

Le mycélium de type B n'exprime sa compétence pour ltagrégation que
dars des conditions particuliéres de milieu gque nous avons, tout au long de
ce mémoire, qualifiées de "conditions autorisent 1'agrégation®. De tres
nombreux facteurs peevent créer un tel envircnnement ; ils appartiennent &
deux grandes catégories.

la premiére correspond aux substrats ne contenant pas de substance
nutritive ou lorsqu'il y a compétition pour ces substrats. Dans la nature,
les structures agrégdées se dévelcppent dans le sol ; expérimentalement, nous
en avons obtenues sur du sable ; en cultures sur milieu gélosé, des
palmettes se développent parfois sur des colonies bactériennes ou des thalle
fongigues résultant de contaminations accidentelles. la deuxidme catégorie
comprend les substrats gélosés dont les caractéristiques physiques cu
certains coenstituants chimiques sont inhibitcurs de la croissance des
filoments libres : les pH acides, le nitrate d'ammoniwm en grande quantité
(5 g/l), le chlorure mercurique cu d'autres substances toxiques & des doses

1éthales,

Toutes ces conditions ont en comwmun la propriété d'interdire au thalle
de s'alimenter sur place, soit que le milieu ne contiennc pas de substance
nutrifive, soit que les substrafs ne soient pas accessibles, soit, enfin,
parce gue l'absorption des constituants du milieu conduirait a la mort des
celiules, Les filaments se proecurernt les éléments nécessaires & leur crcis—
sance et a leur développement a partir d'un mycélium non agrégé qui exploite
une base nutritive arriére j les transports au sein des [lilanments agrégés
doivent dcne 8tre trés actifs ce que rous espérons démontrer par l'utilisa-—
tion de compesés radio-actifs. les prepesitions précédenies, déduites
logiquenernt des caractéristiques du développement des structures agriégées,
ont regu des confirmations expérimentales, Nous savons déjd que les
" polmettes ne peuvent se différencier qu'd partir d'un thalle ron agrigé.

-

Par ailleurs, quand les transporis au sein des filaments agriégés sont

o

[
interrempus par incision au scalpel sur le trajet des palmettes, 1'état
Arramd sorsist g. Ipfs Tt axrndric o Paun srret dl'effirmer guo
aprégeé ne rersiste pas. linfin, l'expcérience neous permet dfaffirmer gue
1'alimentation par transpert & partir d'unce base nutritive arricre cst uie
condition ippdérative pour llagrication j en effel, lorsque les transporis
ne sont plos nleessaires ob gue los siruclvres agréeles pewvent & nesveas

5

est perdst et le wycélimm se diveloppce

stalicenier sur place, 1'Ctul azr

4 nouveau sous forme lidbre (pl. Xil, p. 16).
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C -~ L'INITIATICN DIS STRUCTURES AGREGELS.
T T e el R s T e e
Comment se différencient les structures agrégées lorsque les conditions
internes et externes requises sont réalisées ?
les premitres réactions du thalle correspondent & l'arrdt de crois-
sance des filaments libres et & 1'édification de massifs denses de mycélium
aérien dressé, Ces mossifs représentent les seules parties du thalle en
croissance active et jouent, en ccnséguence, le rdle de centre d'appel aussi
bien pour les substances nutritives que pour le facteur morphogéne synthé-
tisé dans le mycélium libre., Il est vraisemblable que ce mode de fonction-
nement provoque l'accumulation du facteur morphogéne jusqu'au seuil
au-dessus duguel il induil l'agrégation. Nous ne discuterons pas & nouveau
cette notion de seuil puisqu'elle apparait clairement & partir des essais
de dilution des extraits et des expériences de lavagze continu des thalles
en croissance par une solution nutritive autorisant 1'amrégaticon. MNous nous

demanderons, en revanche, quels sont les effets du facteur worphegeéne,

Le facteur morphogtne modifie profonddment ia physiologie cellulaire
des filaments, Ces modifications se itraduisent dans la merphinlogie : les

hyphes agrégdes sont peu ramifides et portent des rameaux gui restent
accolés aux axes, elles soni groupées en faisceaux. Ces modifications

slexpriment aussi dans la structure et les propridétés des parois des fila-
nments. Elles sont ¢paisses et établissent entre elles de nembreux contacis.

4

Elles sont peu perméables comme teandent & le prouver, d'une pari, leur
pouvoir de traverser sans dommage des substirats contenant des substances
toxiques, d'autre part, 1'excriétion tres faible d'excenzymes dans le milien
(GEIGZR, non publié) ; cette faible permdéabilité va de pair avee 1'incapo-—
cité des filaments & s'alimenter sur place gque nous avons signalée pricdéduein-
ment s Enfin, ces wodifications se traduisent dans les propriétds physiole-

»

giques des Tilaments agrégxés,. Ils somt capables de transporier activemen’

- -

des substances en provenance de llarriére ; cette dernitre propriéié est

[

& l'origine des phénondnes de polarité de régénération nis en place dany

. h I

les filaments B et renforcés dans les filamenits agrduds.

Tormationn des palmetites vis--d~vie

Le drainage exered par los centres de

du facleur movphosime et des éldments nubtritifs présents ecu synbhitisdc

dans lo thwlle non azrdgdé osl respensubie des corrc o tioag dtinninhili
P4
= - I . P S N -
qui s'cltaklissent cnire cux,
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Nous avons vu que, généralement, la répartition des palmettes & la
périphérie d'un thalle non agrégé se fait au hasard. Cependant, elle cst
parfaitement déterminée quand les cultures sont issues d'une houture carrde
ou en forme de croissant ; les structures agrégées se forment de priéférence
dans les zoncs de densité mycélienne particuliérement forte, localisées en
face des quatre cdtés de la bouture carrée, ou au lieu de rencontre entre
les filaments pcur les houtures en forme de croissant. Il est vraisemblable
que le facheur morphogténe s'accunule plus rapidement dans ces zones
privilégides. Loraque les corrélations d'inhibition sont intenses, elles
interdisent 1'édification de nouveaux centres, Quand elles sont moins
fortes, les centres de formation sont & nouveau répartis au hasard. La
localisation des palmeittes n'cst donc pas déterminée & 1'avance au sein des
thalles non azgrégés mais dépend uniquement des corrélations d'inhibition

nises cn jeu lors de la réalisation des conditions autorisani l'agrégation,

croisgance en se

ramitfiant. Le maintien de la structure asré

mée est 1ié & la présence au
niveau des apex en creissance de substances synthébisdes en arritre e
transportdes par les filaments. Ce fait est bien démontré par les corréla-
tions d'inhibition qui interviennent aussi bien centre les initiales de
palmettes gu'entre les différents rameaux d'une palmettc, et par la perie
de 1'élat agrégé provoquée par l'arrédt des transports suite & unc incision
pratiquée sur le parcours des palmettes,

Les substances mises en cause sont, corae précédemaent, des facteurs
nutritifs et des substances morphogénes. Lorsque les palmettes se dévelop-
pent sur du sable, il est bien évident que ces hesoins ne peuvent 8ire

sfaits gue par le mycdéliuwm présent dans la bichette de hois dtllévéa,

g
c+
bt e

es relations avec la base nutritive sont coupies, le développenent est
en effet rapidement stoppé (BLISSON, & paraitre). Dans les substrats odélosds
autorisant 1l'agrdégation, la situation est guelque peu différente. les
palmettes de grande taille (2 & 2,5 cm) repiqudes sur ces nilicux son*
capables, apreés une perte momentande de 1'état agrégé, de reprendre rapide-
ment Yewr croissance. Llactivitd morpheséne partisuliérement rrande des
extraits préparéds & partir du nyedliwt aprdésd ne cemhle done pas correspon—

dre & we simple accunmunlatien du facicur morphesene su sedx des
) L4

Vo
&
w
9]
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palmettes. Dans certaines conditions, le mycéliwm agrégé est susceptible de
synthétiser le facteur morphogéne au sein des filaments 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'ordre interne. Les palmettes excretent
dans le substrat des substances inhibitrices de la croissance des filaments
non agrégés et des [ilaments agrégés. Ces substances orientent la croissance
des faisceaux les uns par rapport aux autres et sont responsables du fait
que les structures ne se chevauchent jamais et qu'elles occupent un espacce
bien délimité par rapport aux structures voisines. Il est vraisemblabhle
que les substances inhibitrices sont excrétées sur toute la longueur de la
palmette. Il est alors possible d'envisager leur intervention dans l'orien-
tation des structures agrégées par rapport au thalle-mére, dans le sens

décroissant d'un gradient de concentration approximativement circulaire.

Les mécanismes d'initiation et de développement des structures agrigées
du L. lignosus que nous proposons ci~dessus permettent d'expliquer les
principaux faits connus mais posent aussi plusieurs probloémes que nous
évoquerons maintenant.

Tout df'abord, ils ne itiennent pas compte des informations mentrant
qu'une substance inductrice de l'agrdégation est excrétée dans le substrat
et que l'agrégation n'est ni initidée, ni maintenue lorsgque le thalle est
lavé en permenence par uine solution nutritive autorisant 1l'agrégation,
Plusicurs faits, en particulier des propriétés chimiques communes, sont en
faveur de l'identité de ce facteur avec le facteur morphogine synbhétisé
dans les filaments. C'est pourquoi nous avons interprété les explriences
de lavage par wie dilution du facteur morphogéne au sein des filaments,; de
sorte que la concenbtration interne est constamment inféricure au secuil
d'action, kinisg, il est également possible que le facteur morphogéne agisse
partiellement par voie exlerne, Nolre expérimentalion ne permet pas
d'infirmer 1'une ou l'autre des deux hypothises préecédentes, A notre avis,
le choix enire les deux altcrnatives nécessitera au préalable la détevmina-
tion de l'identité chimique du ou des facteurs actifs,

De 1afne, nous ignorons si les substances inhibitrices excyétles por les
palmettes sont identiques ou différentes de celles présentes dans les

extraits. Lia encore, seule 1'dtude chimique conduira & unc conclusion
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définitive., Par ailleurs, la mise en évidence assez récente de ces
substances n'a pas permis d'étudier leur cyclc de synthése au cours du
développement.

Enfin, les mécanismes de formation des structures agrégées du
En effet, si nous avons décrit 1'édification des cordonnets et des rhizo-

morphes, 1'étude expérimentale du déterminisme de l'agrégation a été

restreinte au stade palmette. Des résultats que nous publierons ultérieure-

ment (BOISSON, & paraitre) ont montré que des corrélations interviennent

pour limiter le nombhre de cordonnets et de rhizomorphes formés a partir du

mycélium agrégé construit par la palmette., Mais des questions importantes

restent posées. Par exemple, qu'est-ce qui incite les rameaux néoformés au

moment de 1'apparition des cordonnets & rester collés contre les groupes

d'axes dont ils partent ? Ou encore, est—ce que les structures agrégées

du type palmette peuven’ s'allongesr indéfiniment sans gqu'il y ait ¢édifica-

’

tion, en arriére de la marge, d'organes agrégés mieux structurés tels gue

2

les cordonnets et les rhizomorphes ?

Apres le regroupement de 1'enscmble de nos résultats et leur interpré-

tation, nous avons conscience gque bien des problémes sc posent encore dont

1'étude pourrait apporter des informations intéressantes sur la morphozénd

des palmeites. Dans 1'état actuel de nos connnissances, les mécanisues
A4

de 1'agrégation chez le L. lignosus peuvent &tre rdésumés ainsi.

L'agrémation des filamenis en palmettes chez le L, litnosus est

induite par uan facteur morphoseéne dont les modalités de avnthise ot

d'activité au cours du développement peruettent d'expliguer szue seuls les

filaments B soient compitents pour 1'aordsation, Le miliecu externe

un réole déterminant dans 1'initialicn et le maintien de 1'état agriod. 11

t

inervient vraisemblablement en permettant 1'accumulation du factour

morphocene an-dessus du seujl nggLivité ct_en oblimeant 1e mveéliva 2

s'elimenter & partir d'vne hase nutritive arricre, par iransport de

substances dans les filaments en direclion des apex en croissance. Le

développement des strnctures azrdé~dcs ezt gouwuis a des eovrdlaiicns

s'exercant par voie interne, gui fent intervenir deg copnélitions pour

des Taciewrs trephigue

e

s'exercant pov veie externu, cud metdent en je des subatances inhibitrices

de la croissunce, oxerdéices dans le snhsiral ror les Uilemenls o

-~

i

=i

et pour le faclenr morvohocone, of & d2s cnrrdlaiion:
— it -— - . —

(&)
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Le modeéle de développement gue nous venons d'élaborer peut &tre compard
a d'autres modéles établis pour expliquer 1'agrégation chez des organismes

différents du L. liznosus.

En ce qui concerne 1'édification des structures agrégées de type
rhizomorphique chez les Champignons, dont les principaux faits connus ont
été résumés dans 1l'introduction de ce mémoire, notre étude apporte des
élémenls nouveaux permettant de mieux comprendfe le déterminisme de leur
formation.,

L'intervention de substances morphogeénes dans 1'agrégation des {ilament:
est 1'un d'entre eux. Il permet d'envisager sous un angle différent les

»

corrélations entre mycélium non agrégé et structures asrégdées qui,
jusqu'd maintenant, dtaient presque exclusivement attribudes & des facteurs
d'ordre trophique. Mises & part 1'étude de Mme WATKINSON (1971 a et b) suv

la formation des cordonnets sur le Merulius lacrvmans et la nétre, perscnne

n'a jamais cherché & expliquer le mdécanisme du rasscmblement des hyphes,

Ceci est dli, sans doute, au fait que les recherches ont été effectudes sur

des espdces 4 rhizomorphes hautement différenciés {Armillariella mellea

essentiellenment ), construits i partir d'une zone méristématique, pour
lesquelles le phénomeénc de rasscmblement est difficilement accessible a

1'expéricnce car il se produit tres 16t au cours du développement,

I1 est intéressant de ruopprocher nos résultats de ceux obtenus par

GOUJCN (1971) sur la formation des sclérotes chez le Corticiwm rolfsiie

Nos conclusions présentent en effet bien des similitudes.

A la fin de sa thése, GOUJON (lec. cit.) éerit : "les sclérotes
apparaissent a la suite de la coessation ou de la diminution d'un antagoni e
croigsanco—-seldérozénése. Leur formation est comacndée par un facteur morpho-
g€ne eees dont l'action primaire ct, sans doute; essentielle, consiste &
favoriger le ddéveloppenment des hyphes de type latdéral ocux dépens des
filaments conducteurs. Ce faisent, il induit 1'agrégavion wyclilienne et,
peut étre, met uwn frein & la cencurrcence Lrophique due & 1'élonzation".

Chez le L. li-nosns, des veloiions Ctroites existent emtre ercissance
et fermation des palmettes, Dans les substrats foverahles 4 une &louzation
rapide des filamciats B cowne le milicu waltd, Ies pulmeites ntapparaicssen.

., s . A . ~ . M -
D'auvire part, 1'clat asrdsé appavuit toajoars apres ceasalion ou

Jamais. D
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ralentisscment de la croissance des filaments B non agrégés. Comme chez le
L. rolfsii, l'agrégotion des filaments en palmettes est sous la dépendance
d'un facteur morphogene qui n'est actif qu'au-dessus d'une concentration
scuil et qui . manifeste Ses cffets sur le mode de croissance des filaments,
sur leur morphologie et leur physiologie. Ia différence essentielle entre
les acticns morphogénes qui conduisent a4 la formation des sclérotes et des
rhizomorphes doit €tre recherchée dans 1'acticn du facteur morphogeéne au
niveau cellulairc. Celui responsable de la sclérogéniése favorise le ddévelop-—
penent des filaments latéraux par rapport aux filaments conducteurs et
conduit les premiers & se pelotonner sur cux-mémes ; cette action s'exerce
en définitive au profit des filaments les moins polarisés et se traduit per
la disparition de la polarité de creissance des hyphes letérales. Ie facteur

morphogene inducteur de l'agrégaticn chez le L. lignosus agit, en revanche,

en inhibant la croissance des filaments A et des filomenis B (équivalents
des latéraux et conducteurs respectivement) et er favorisant celle des
filaments agrégés qui sont encore plus polarisés gue les filaments B. Lo
pelarisaticn accruce se manifeste au niveecu du filament par unc faible
ramificaticen et surtoul par le fait gue les ramenux restent étroitement
accolés o 1l'axe qui leur a derné naissance. Notons que ce caractere nlest
pas particulier au L. lignosus ; on le retrouve en effel lers de la {erma-

tion des cordomncts & partir cdes filaments conducteurs du Corticium rolfsii

(GOUJCY, 1971) et dans les Tiloments gui sfagrigent au sein des corémies

du Doratcuyces sp. (BRDTCN, 1971 a).

Les simililudes précédentes sont encourageantes pour l'avenir des
études sur 1'agrégaticn chez les Champignens car elles sent faverehles a
1'existence d'une certaire unité dans le mécanisme d'un phénoméne gui peut
conduire a la censtruction d'ergancs assez divers. Notre étude vient de
démontrer gue les orgenes agrégés construits sur le type syuphegone
censlituent un matériel intéressant ¢u poirt de vue cxpérimerntel, du foit
que l'agriégaticn wet en jeu des mdcanismes internes ¢t externcs agissant
sur la crcissance ¢t la ramificaticn des {iloments et sur les relations
qu'ils dlablissent entre cux, sons &tre complicués auv départ par des

]

icns cellulaires lrop iwporiontes, Cependant, cc n'test pas

P
w

¢ifférenciat
encere le metériel idéal pour dtudier 'asrigation, celui-ci corvegpondant
) h ] .

en foit & un organisme cu des cellules dlubierd isclles se rasscemblent

activemenl pour consiruire un ovguna wulivicellulaire,
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Ce matériel existe dans 1l'ordre des Acrasiales et les études effectuées

depuis une trentaine d'années sur le Dictyostelium discoideum Raper sont

bien commues des biologistes (mises au point des travaux par BONNER, 1967 ;
LARPENT, 1970, 1971 et 1972). Les spores placées sur un substrat nutritif
libérent des cellules amiboides qui se nourrissent par phagocytose de
Bactéries, se diviseni activement et se déplacent librement & la surface

du substrat. Cuand les aliments sont épuisés, on assiste & une phase de
rassemblement actif des cellules amibes conduisant & la formation d'un
orgene agrégé, le pseuwdoplasmode qui domnera plus tard naissance a la
fructificaticn,

RUNYCN (1942) et BONNER (1947) ont montré que les amibes sont orientées
por chimiotactisme au cours de la phase d'agrégation ; le centre d'attrac-
tion secrcte de l'acrasine, substance qui attire les amibes vers le point
de plus forte concentration. Cependoant, il n'a jannis été possible de
démontrer la présence d'un gradient & partir, per exemplec, de bloes de
gélose prélevés scus le centre attractif. Ceci, essentiellemcnt car l'acra--
sine est continuellement détruite par une enzyme ¢ui empéche toute azccumula-
tion. SHIAFIER (1956 a et b), en séparant poar dialyse 1'enzyme de son
substrat l'acrasine, a pu iscler cette dernicre et (tudier scn action. In
présence d'acrasine, une amibe preche du stade de ltagrégation devient
visgueuse et se met & prcduire elle-méme de l'acrasine. lL'attracticn ne
s'exerce pas par un gradient de grande ¢étendue mais par des gradients
locaux gui agissent de proche en prcche sur les cellules isoldes. les
variaticens en fenction du temps de la preduction d'acrasine au niveau du
centre atiractif permet & celui-ci de garder sa fonction jusqu'a la {in du
stade de l'agrégation,

En plus de seon réle attractif, l'acrasine agit sur les parois en les
rendanl visqueuses, ce qui facilite leur agrégation. Certaines de ces
transformations ont ¢té mises en évidence par différents auteurs grice aux
techniques imaunologiques (GREGG, 1936 et 1961 ; SCNNIBONN, 1062 ;

AFEUCHT, 1963 et SOMNERCDRN el c0lle1064) ; de nouveaux entigines sont
Tormés durant le possage du stade vigdtatil au stade pseudoplasiode et 1l
est probakle gu'ils jouent un rdle dons !'agrigaticn puisgue ce processus
est inhibé par les anticorps correspondanus,

Différents auteurs ent essayé de ddétermiver la noture chimigue de
Jtacracine. Do roewpreux feils mentrenl gue Ilacidce U7y 5, addinusine-
monephesphorique peurvait ¢tre lo substance regponsa®ic de Y'abtraction
chimiotactigque (KONTIN ot €01141067, 100, 1069 ; DANEIZY, 10672) o la
phosphodicest érase )fenzyne mise en évidence par SIATYIR (lInc. gik,)

responsable de sa dégracdation (CIANG, 1968),
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La différence la plus grande entre le développement des structures
ogrégées chez les Charpignons et chez le D. discoideun réside dans le
mécanisme du rassemblement des cellules ou files de cellules. Chez le

Dictvostelium, les amibes se déplacent et migrent en direction d'un centre

d'attraction er réponse & un stimulus ch1m1ctact1que. Chez le L. lifnosus,
il n'y a pas de rassemblement actif a preprement parler ;3 a la suite des
ordres perc¢us par veoie interne, les filaments sonl accolés les uns aux
autres di¢s leur différenciation & partir des centres de formation. Ce mode
de construction ressenthle beaucoup & celui des organismes dont le dévelop-
pement se fait & partir de la division d'une cellule oeuf, dans lesquels
les cellules—-filles restent accolées car elles établissent des contacts

entre elles d¢s les premiéres divisions.

Les ¢études effectudes a partir d'embryon de Vertébrés parvenus a

différents stades de leur déveleoppement ont mis en ¢vidence 1l'imporiance des

»

propriétés de surface des cellules dans les phénoménes d'agrégations 11
est relativement facile de dissocier les cellules cmbryonnaires scit en

introduisant de la potassc dans le milieu de culture jusqu'a ce que le pll

=

atteigne une valcur de 9,6 9,8, scit, pour les tissus plus 4gés, cn
faisant agir la trypsinc. Ia réagrégation des tissus disscciés est possible
s5i les cenditions de culture redeviennent normales. Cette techrigue a ¢ét¢
utilisée par de nombreux auteurs pour cssayer de déterminer le mécanisme
des mouvvements morphogéndétiques qui se preduisent au ceurs de l'embryogéntse
(TOVNES et MCLTFRETER, 1966 ; MOSCONA, 1961, 1966 : STEINDLRG, 1965),
coembinant des cellules disscciées prevenant cde différentes parties de
1'embryon ct d'embryens d'espéces différentes., Des expériences témoins sent
coenstitudes por des greffes des tissus ou initioles utilisdes. STRINDIRG
(lece cite) @ fort bien résumé les phénoméres que I'on pevt cbserver & la
suite d'expériences de ce types

a - quand les cellules de différents tissus embryonnaircs de Vertébris
sont dissccides et mélancées, elles sont capables d'adhfrer les wnces aux
autres et de construire des agrégnts counmns

b - dans ces agrépel s, les Jifidrents Lypes de cellules honolepues
se regroupent, par migratien, pour recenstruire les diffdrents tissus
dlorigine

c

- ces tigeus sont reconstruits dans « ions définies

©
2]
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o
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d - quand les tissus utilisés font partie d'un complexe dans 1'emhryon,
la géométirie du complexe normal dans l'embryon se reflite dans les
structures reconstruites.

MOSCONA (1966), travaillant avec des tissus de plusieurs origines
prélevés sur des embryons de poulet ou de souris, a montré que les cellules
dissociées se regroupent préférentiellement selon leur type original sans
tenir compte de l'cspéce 4 laguelle elles apparticnnent.,

TCYNES et HCLTFRITIR (123. cit.) pensent que la répartition spécifique
des ccllules au sein de ltagrégat aprés misration serait due & l'existence
en son scin d'un gradient de ceoncentration auquel les types cellulaires en
présence réagiraicent différemment. STEINBIRG a montré gqu'il nt!était pas
nécessaire de postuler 1l'existence d'un gradient chimique pour expliquer
ces phéncménes, Si 1'cn suppose en effet que les forces d'achésion qui
s'exercent entrce deux cellules appurterant au méme tissu cu & deux lissus
différents sent spécifiques et constants peur une méme combinaiscn, une
simple application des lois de la thermecdynamigue perniet de montrer gue cans
un agrégat de deux ou plusieurs types cellulaires, ceux-ci veni se disposer
et se grecuper l'un par rappert & l'autre selon la valeur de ces forces de
cchésion. Cet autecur perse que la sélectivitié des processus d'adhésion
entre cellules proviendrait d'une répartition différente des sites
d'adhésion ; la fcrce d'adhésion entre deux cellules serait alors directe-
nient proportiomnclle au nombre de sites adhésifs,

Ltutilisaticn de cytochalasine B, substance ¢ui inhibe les mouvements
amibeicdes des cellules placées sur un substrat solide, a permis de montrer
récemmeni que ces mouvemenrts interviernent cenjointement aux forces
d'adhésion intercellulaires dans les phéncménes de réagrégation de cellules
isolées (STEINDING ct WISIMAN, 1972 ; ADVSTRONG ct TPARINTI, 1972).

Des phéncutnes d'adhésion intercellnlaire ont ¢té éralement déerits
par GREGG (1966) chez les Acrasiales. Si 1'on mélange des cellules amibes

de différentes espéces, l'agrépgation se fait vers un centre attractil cersiun

1

c
j &
Yais, per la suite, Jes cellules se séparent et ferment chacvne la frucli-

fication caractéristicuce de Jtespéce, A une agriésation nen spleiflique
coumandcée par l'acrasine, succtde done uvn stade ou chague espice cxprime
des propric¢tés achésives sgpéeifiqgues, ctade qui ceincide avee llapparition

des antigines spécifigues wmis en {vidence por Jes lechniques fwnunclegigues.
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Des expériences réalisées avec des Cponges apportent des informations
supplémentaires sur les facteurs mis en jeu dans les phénomtnes d'agrégation
(m0°CONA, 1961 ; NULPIREYS, 1966). I1 est possible de dissocier les
cellules constitutives d'une éponge par des moyens mécanigues (passage &
travers un tamis de mnilles suffisamment fines) et paf des moyens chimigues
++) .

La réagré-

(en présence d'ezu de mer déharrassée des cations Ca'™ et Me
gatior de ces cellules est possible & 25°C et met en jeu trois facteurs ¢ les
propriétés de surface des cellules, des cations divalents et un facteur

organique. La présence de ce dernier a été mise ern évidence en expérimentant

-

& basse température (5°C). les cellules dissociées mécaniquenent s'agrégent
normalement a 5°C bien qu'en donnant des agrégats de petite taille. En
revanche, les cellules dissociées par des moyens chimiques sont incapahles
de lec faire meis se réagrégert si le surnagecnt résultant du traitement
chimique de dissociation est ajouté & nouveau & 1v suspension cellulaire.
I1 est probable qu'un facteur organigue dont la synthése est nulle ou irés
faible & 5°C intervient, et qu'i) est séparé des cellules lors de la
dissociation chimique,

Si 1'on mélange dans uvn méme substrat des cellules prevenant d'esplices
différentes, elles se rdéagriegent sépardment, On a constaté paralleéelement
que le facteur organique impligqué dans 1'agrégation est particulier & chaquce
espécc,

L'intervention de substances corganiques servant de lien enire les
cellules est étayée par les expériences de fusicen cellulaire en présence
d'une phytchémegglutinine : la concanavaline A, avec des ccllules de
Maruiferes (INBAR et SACHS, 1969 ;3 LDEIMNAN et MILIDTTE, 1971) ou des

cellules d'Insectes (PECKLR, 1972), Ltétude de la structure tridimersion-
relle ce cette substance (EDEIZAN ct cclle, 1972) et 1'exumer de le fixation
& la surface de la cellule d'une cenvanavaline A morquée & la flucrescéine

(SHCIAM ot SACHS, 1672) ont permis de formuler cdes hypothéses sur Je mode

d'actien de cette substance,

Les résultats de ces études montrent gqu'il n'est pas toujours
nécessaire de faire intervenir des substances chimiotactiques pour expliguer

les mécanismes de l'agrégation. En fait, mise a part 1'étude de

Miss VATKINSON (1971 a) sur les cordonaets du Merulius lacrwvinans, ce

phénomine nfa jarois été impliqudé dans la construchtion des organes acrépés

chez les champignons,. Le petit nombre d'études fondamentales réalisées
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dans ce domaine est peut éire & 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 par exemple les
tropismes observés lors de la germination de groupes de spores (STADLER,
1952 ; JAFTFE, 1965 ; ROBINSON, PARK et GRAIAM, 1968), ltorientation de la
croissance des zygophores du Mucor mucedo (PLEMPEL, 1960 ; PLEMPZL et
DAVID, 1961), celle des filaments anthéridiaux de 1'Achlya bhisexualis Coker

et Couch. et de 1'Achlya ambisexunalis Raper sous l'influence de 1l'hormonec A
(RAPER, 1960 ; BARKSDALE, 1963), celle, enfin, du trichogyne sous
1'influence de la spermatie chez 1'Ascobolus stercorarius (Bull.) Schroet
(BISTIS, 1956, 1957).

L'intérét de la comparaison de la construction d'organcs pluricellulai-
res chez les Champignons eb chez les Vertébrés réside en définitive dans
l'orientation qu'elle suggére pour poursuivre les reclerches sur 1'agrégn-
tion. Il est vraisemblable que les propriétés adhésives des parois des
filaments agrégés sont modifiédes comme le sont les propriétés concernant
leur perméabilité. L'existence de deux types de filaments, libres et
agrégés dans la palmette est favorable techniqueiment a 1'étude de ces
transformations, comme lfest également leur dépendance vis-a-vis du facteur
morphogiéne. L'existence et le role joué par ce facteur constituent, sans
doute, le fait nouveau le plus original de notre &lude, au moins gquand on
les compare aux résultats obtenus avec les embryons de Veritébrés et avec
les Eponges qui permettent, dans le meilleur des cas, de soupconner l'inter-

vention de substances organiques dans le mécanisme de la réagrégation,



REPERTOIRE DES PRINCIPALES TECHNIQULES DE CULTURE

Les pages irdiquent la place, dans le mémoire, de la

description de la technique mentionnée. : Pages

1 - Culture du mycélium non agrégé

milieu malté et gélosé & 2%

milicu synthétique 18

culture du mycélium de type B (pour préparer des extraits) 94

culture du mycélium de type A en milieu liquide
(pour préparer des extraita) 94

2 — Culture du mycélium agrégé

—~ & partir de biichetties de bois d'Hévéa 18
~ & partir de disques de cultures i8
- sur milieux synthétiques gélcsés (milieux MSl, MSZ, MSS) 19

culture de mycélium agrégé sur les deux faces d'une

membrane de papier filtre fige20 -
3 - Technique de culture par recyclage ou renouvellerment fig.16
pernanent de la solution nutritive, 76 et 78

4 -~ Tests avec des extraits acellulaires
— préparation des extraits fig.17 -
~ test d'activité des extraits : test sur lame fig.17 -
~ purification des extraits
« thermo-—-iractivation 84
. dialyse 85

. adsorption sur charbon actif et élution par
la pyridine 85

Toutes les cultures sonl feites & la tempéreture de £9-30°C
’

en général & 1'obscurité (boites de Pétri déposdes dans une boite

métallicue, type "boite & biscuits"), & une humidité proche de

la saturation.

culture de mycélium agrégé (pour préparer des extraits) fig17 = ¢

81
82
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