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Les carpophores de Boletus edulis peuvent etre parasites par des Ascomy-
cetes mycophages: Hypomyces chlorinus Tul. et Hypomyces chrysospermus
TuL H. chlorinus envahit des carpophores parfois tres jeunes, qui poursuivent
leur developpement sans aucun signe de lyse precoce. La presence d''H. chryso-
spermus semble, par contre, frequemment liee a une decomposition plus ou
moins rapide des carpophores. Ces observations laisseraient supposer que la
premiere espece a un mode de vie biotrophique alors que la deuxieme se com-
porterait plutot en parasite necrotrophique. Fn outre, la deficience en biotine
d'/7. chlorinus et l'absence d'exigence nutritionnelle particuliere diez H. chryso-
spermus vont de pair avec ces comportements.

D'apres nos observations, l'origine du developpement de ces parasites
dans les carpophores se situerait dans le sol a la base du stipe ou meme au
niveau des cordons myceliens et des primordiums; c'est ce qui nous a amenc a
^tudier les interactions entre les myceliums de rh6te et des parasites in vitro.

Nous avons montre anterieurement (TOUZE-SOULET et al. 1977), grace a
un dispositif de culture particulier, que le mycelium vivant de B. edulis soumis
a I'action des filtrats de culture d'H. chlorinus, subit une degradation enzymati-
que faisant apparaitre au niveau de ses parois hyphales une disposition spiralee
de certains polymcres. On n'observe pas une telle disposition si, dans des con-
ditions identiques, le mycelium de Bolet est soumis a I'action des filtrats d'H.
chrysospermus. La quantity des enzymes lytiques produits et la sequence de
production seraient differentes diez les deux especes de parasites. 11 nous a

U.S. Copyright Clearance Center Code Statement; 003 1-9481/80/9803-0246S02.50/0



Les parois cellulaires de Boletus edulis ' 247

done paru interessant de comparer la degradation enzymatique, par les filtrats
de culture des deux Hypomyces, des parois isolees de B. edulis. Les resultats
sont rapportes dans cette note; ces redierdies ont n^cessit^ I'^tude pr^alable de
la composition diimique des parois de Bolet. ,

Materiel et Methodes '

Soudies

B.cdutis provient du Centraal Bureau voor Sdiimmelcultures h Baarn, Hollande; souAe
CBS 130.53.

Les soudies d'H. chlorinus et d'H. chrysospermus ont t̂̂  isolees de carpophores de
Rolets parasites. H. chlorinus est deposee a I'American Type culture collection (U.S.A.) sous
!e no. 28.784. . . ,

Milieux de cultures

Le mycelium de B.edulis est cukive, en vue de l'isolement des parois, en fioles de Koux
de lOOml sur le milieu suivant: KH^PO^: 0,5 g; MgSO^ 7U^O: 0,5 g; ZnSO^ 7HgO:
2mg; FeSO^ 7HgO: 5 mg; MnSO_, H^O: 2 mg; D-glucose anhydre: 10 g; hydrolysat de
cas^inc: 1 g ; Tbiatnine: 100 mg; H^O distill^e Q.S.P. 1000 ml.

Les Hypomyces sont cultives sur le milieu mineral suivant: KH.,PO^: 15 g; CaI-L,PO^
H2O:0,8g; MgSO^ /HgO: 0,5 g; MnSO^ H^O: 20 mg; FeSO, 7H3O: 20 mg; ZiiSO^
7HgO: 20 mg, auquel est aj'out̂  comme sources de carbone ct d'azote un broyat soit de
carpophores, soit de mycelium lyophilises de B, cduUs ^ raison de 0,2 %.

Obtention des parois du mycelium et du stipe de B. edulis

Le mycelium apres deux mois de developpement est recueilU par filtration et abondam-
ment lav^. Les parois sont obtenues selon une technique d^crite anterieurement (Touz^-SouLET
ft DARGENT 1977). L'obtention des parois du stipe necessite un broyage prialable i I'ultra-
lurrax (5 min) et des broyages ultrasoniques plus longs (10 min) en raison de la difficult^
de separation et de rupture des files de cellules constituant le stipe.

Methodes d'analyse de la composition des parois

Kilts' sont idendques i celles dccrites antiJrieuremcnt pour l'etude de la composition
chimique des parois d'H. chlorinus (Touzg-SouLET et DARGENT 1977). Toutefois les teneurs
en lipides n'ont pas t̂̂  determinees et les differentes analyses ont ete effectu^es ici sur des
parois non deiipid^es.

Obtention des preparations enzymatiques

Les filtrats des Hypomyces sont recueillis par filtration des cultures sur ctamine et verre
fritie G2, au bout de 5, 9 et 14 jours de d^veloppement. Us sont concentres au 1/lOe de leur
volume par Evaporation sous vide 4 la temperature ambiante, dialyses 24 heures 4 4 '̂ C contre
de I'eau distilUe et conserves a —25'-'C jusqu'i utilisation.

Reactions enzymatiques et determination des produits de reactions

20 mg dc parois lyophilisces sont mis en suspension dans 4 ml de solution enzymatique
dont !e pH est amene a 5,5. Une gouite de toluene est ajoutee comme antiseptique. L'incuba-
tion se fait a 30 °C.

Les produits de degradation des polysacdiarides parietaux : n-acetyl-glucosamine et
sucres reducteurs sont dos^s respectivement par la methode de RBISSIG et al. (1955) et par
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celle de SOMOGYI (1952) au bout de 3 h, 6 h et 8 h. L'arr^t des reactions enzymatiques a lieu
par diauffage 10 minutes k 100 °C.

Un temoin comportant la preparation enzymaiique chauff^e 10 minutes a 100'^C avant
incubation avec les parois, est realise dans diaque cas. 1! permet d'evaluer une autolyse ^ven-
tuelle des parois.

La teneur en proteioes des filtrats de culture est determin^e par la methode de LOWRY
(1951).

Microscopie electronique

Les parois cellulaires, avant et apres traitement enzymatique sont mises en suspension
aqueuse par passage rapide aux ultra sons et une goutte est d^posee sur des grilles de cuivre
de 200 mesh. Un ombrage rotatif au platine est effectue sous un angle d'environ 10 degr^s,
sous un cvaporateur rotatif Riber. Les observations sont realisees au microscope electronique
HitadiiHU llB.

Resultats

1. Composition des parois de B. edalis

Celle-ci eot resum^e dans le Tableau 1. Les parois lyophilisces du myce-
lium renferment 47 % d'oses neutres, 20,5 % d'oses amines, 7,5 % de proteines.
Les parois du stipe sont moins ridies en oses neutres (38 %) mais plus ridies
en oses amines (30,5 %); la teneur en proteines est tres voisine de celle des
parois hyphales.

Dans les deux cas la nature des monomeres est ldentique. En ce qui con-
cerne les sucres neutres, il s'agit de glucose, mannose, galactose, xylose dans les
rapports molaires 10/1,1/0,4/0,3 pour le mycelium et 10/1,8/0,4/0,3 pour le
stipe. De Taclde glucuronique est egalement present.

Tableau 1
Pourcentage des principaux constituants pari^taux

(valeurs moyennes et erreur type, n = nombre de dosages)

Nature des constituants' Parois
du mycelium

Parois
du stipe

osestotaux 47,4±2,0I 38,8±0,29 6
ose amine (glucosamine) 20,5 ± 1,92 30,5 ± 1,91 6
proteines 7,5 7,2 2

Un seul ose amine, la glucosamine, a et^ identifi^ dans les parois. Un
fractionnement diimique a ete effectue par trois extractions successives: alca-
line (NaoH 2N), acide (HjSO* IN) et alcaline (NaoH 2N) Les extraits alcali-
solubles representent respectivement 53% et 13% des parois: ils renferment
des polysacdiarides precipitables par l'ethanol ou le glucose est le monomcre
dominant (respectivement 78% et 57% des oses presents). L'extrait acido-
soluble represente 8% des parois: il contient 56% de glucose et 15% d'ose
amine.
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Le r^sidu resistant aux extractions alcalines et acide represente 26 % des
parois: son hydrolyse par Hcl 6N conduit a l'obteinion de glucosamine (89%)
ce qui correspond a la proportion de cet ose amine obtenu par hydrolyse
directe des parois myceliennes (Tableau 1).
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2. Action des filtrats de cultures des parasites sur les parois de l'hote

a) Degradation enzymatique

Les filtrats concentres contenant les enzymes extracellulaires des parasites
sont utilises comme preparations enzymatiques. Plusieurs experiences sont
realisees. Les parasites re^oivent comme source d'azote et de carbone:
— soit un broyat de carpophores lyophilises de l'hote: les enzymes extra-

cellulaires sont testes sur les parois du mycelium d'une part et sur celles
du stipe d'autre part.

— soit un broyat de mycelium lyophilise de l'hote: les enzymes extracellu-
laires n'ont ete testes dans ce cas, que sur les parois du mycelium.
L'hydrolyse des polysacdiarides non amines et de la diitine est evaluee

respectivement par le dosage des sucres reducteurs et de la n-acetyl-gluco-
samine liberes. Les temoins nous ont permis de constater la tres faible activite
autolytique des parois de Thote. Dans tous les cas, ces valeurs ont ^t^ soustrai-
tes des essais.

Les resultats sont consignes dans les diagrammes des Figures 1, 2 et 3. Ils
sont exprimes en mg de n-ac4tyl-glucosamine et d'equivalent glucose liberes
par ml de filtrat.

En raison de l'insolubilite des substrats de culture (broyat de carpophores
ou de mycelium), une determination de la masse de mycelium produite par les
deux Hypomyces n'est pas possible, mais l'observation macroscopique ne per-
met pas d'observer de differences importantes dans le developpement des deux
especes. Il s'avere toutefois que les quantit^s de proteines dosses dans les dif-

Uq eiju. gluco»«

I

2 ] B B
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Fig. 2. Quantit^s de n-acetylglucosaminc et dc sucrts reducteurs lib r̂̂ es des parois du stipe
de B. edulis par action des filtrats de culture d'H. chlorinus et d'H. chrysospermus cuhiv^s

sur milieu "broyat dc carpophores". Meme legende que Figure 1
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Fig. 3. Quantites dc n-ac^tylglucosaminc et dc sucres reducteurs lib^r^es des parois du
mycelium de B. edulis par action des fihrats dc culture de'H. chlorinus et d'H. chrysospermus

cultives sur milieu "Broyat df mycelium". Meme legende que Figure 1

tcrcnts filtrats tie culture sont plus importantes chez H. chrysospermus
(Tableau 2).

L'examen des differents diagrammes permet de faire les constatations
suivantes:

— les deux Hypomyces produisent in vitro les enzymes extracellulaires
hydrolysant la chitine et les constituants polysaccharidiques de la matrice non
fibrillaire des parois du mycelium et du stipe de I'hote.

— si Ton compare les quantites de n-ac^tyl-glucosamine liber^es ^ partir
d'une meme quantite de parois, par les preparations enzymatiques des deux
Hypomyces, on constate dans tous les cas, sans exception, que ces quantites
sont plus importantes avec les filtrats de culture d'H. chrysospermus qu'avec
ceux d'H. chlorinus: le facteur de multiplication est en effet compris entre 2 et
3 pour des temps d'incubation de 6 et 8 heures quelle que soit l'expcrience.

Par contre, les quantites les plus fortes de sucres reducteurs liberes sont
obtenues parallelement avec les filtrats de 5 et 9 jours d'H. chlorinus: les quan-
tites dosees sont par exemple {Fig. 1), 5,5 et 2,6 fois plus grandes que pour les
filtrats d'H. chrysospermus (filtrats de 9 jours apres 8 heures d'incubation, Ire
et 2e experience). Mais avec des filtrats plus ages (14 jours), des quantites tres

Tab lea u 2

Teneurs en proteines des filtrats de culture (les resultats exprimes en mg de proteines
par ml de preparation enzymatique sont la moyenne de 3 determinations)

Age
des filtrats

(jours)

5
9

14

Milieu "broyat de carpophores"

H. chlorinus

376
590
586

H. chrysospermus

521

698
730

Milieu "broyat de myceUum"

H.chlorinus

330
465
465

H. chrysospermus

465
565
630
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voisines de sucres reducteurs (Fig.l, F14, 6 et 8 heures et Fig. 3, F14, 8 heures)
sont liberees par les deux Hypomyces.

Figs. 4 et 5. Parois de Boletus edulis obtenues a partir d'une culture ag^e de 60 jours et
trait^es par ombrage rotatif au platine. La partie interne de la paroi pr^sente un aspect
fibrillaire (Fig. 5) alors que la face cxt^rne est granulaire (Fig. 4). Fig. 4 X 30 000, I-'ig 5 X 30 000

Fig. 6. Paroi hyphale de Boletus edulis (culture ag^e de 60 jours) apr^s incubation de 8 heures
dans un fittrat d'Hypamyces chrysospermus de 5 jours et trait^e par ombrage rotatif au platine.
La texture granulaire de la parol apparait plus grossiere ct des structures fibrillaires sont
visibles. X 30 000 • Fig. 7. Paroi hypbale de Boletus edulis (eulture agccs de 60 jours) apr^s
incubation de 8 heures dans un filtrat d'Hypomyces chlorinus de 5 jours et traJtee par ombrage
rotatif au platine. La structure de la paroi apparait tres irreguliere avec, selon les endroits,

des plages granulaires ou fibrillaires. X 30 000
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— la comparaison, au bout du temps maximum d'incubation (8 heures),
du pouvoir de degradation des filtrats en fonction de leur age, c'est-a-dire
la production des enzymes lytiques en fonction du developpement des para-
sites (courbes en traits discontinus sur les differents diagrammes) montre que:

+ la production de la chitinase en fonction du temps a la mcme allure
diez les deux especes, mais les quantites d'enzymes produites sont nettement
plus fortes chez H. chrysospermus.

+ en ce qui concerne les enzymes responsables de la liberation des oses
neutres, il semble que leur production soit en augmentation progressive durant
le developpement d'H. chrysospermus alors que diez H. chlorinus celle ci se
stabilise a. partir du 9e jour, ce qui est en accord avec les quantites de proteines
dosees dans ces filtrats.

b) Aspect ultrastructural des parois

Nous avons recueilli les parois de mycelium de Bolet ayant subi l'action
des filtrats de culture de 5 et 9 jours pendant le temps maximum d'incubation.
Apres ombrage rotatif au platine nous avons compare leur aspect ultra-
structural a celui de parois temoins (Figs. 4 et 5). Les micrographies choisies
comme illustration repr^sentent les aspects les plus frequemment observes dans
chaque lot de parois traitees. Mais il est evident que l'on peut observer, pour
chaque traitement, differents stades de degradation.

Les parois incubces dans le filtrat de 5 jours d'//. chrysospermus (Fig. 6)
presentent un aspect plus grossierement granulaire que les parois temoins et
quelques structures fibrillaires sont visibles.

La Figure 7 correspond a des parois traitees par une preparation enzyma-
tique de 5 jours d'H. chlorinus: leur structure est irregulicre, on peut y observer
des plages granulaires; en d'autres points, l'aspect fibreux de la paroi apparait
nettement.

Une progression dans la degradation des parois est nettement visible sur
la Figure 8 correspondant a l'action des filtrats d'H. chrysospermus de 9 jours:
on y voit des fibres de chitine retenues encore par des plages de substance
granulaire dont cenaines se detachent de la paroi sous forme d'llots (fledie).

Les filtrats correspondants d'H. chlorinus semblent avoir un effet moins
dcgradant que les precedents: en effet, la Figure 9 montre que l'integrit^ de la
paroi est encore conservee; toutefois, la matrice amorphe englobant des fibres
de chitine (Fig. 10) semble se resoudre en gros granules.

Fig. 8. Paroi hyphale dc Boletus edulis (culture ag^e dc 60 jours) aprcs incubation de 8 heures
dans un filtrat d'Hypomyces chrysospermus de 9 jours et traitee par ombrage rotatif au
platine. La paroi apparait fortement d^gradee: des plages granulaires subsistent, certaines se
d^tadient de la paroi sous forme d't!ots (flecbe). On remarque aussi des structures fibrillaires
retenues encore par des restes de substance amorphe. X 30 000 • Fig. 9 et 10. Paroi hypbale de
Boletus edulis (culture agee de 60 jours) aprcs incubation de 8 heures dans un filtrat d'Hypo-
myces chlorinus de 9 jours et iraitec par ombrage rotatif au platine. La matrice amorpbe des

presente de gros granules (fleche) entre lcsquels subsistent des fibres de chitine (Fig. 10).
A comparer avec les micrographies prec^dentes: Fig. 9 X 30000, Fig. 10 X90 000
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i !:;>, II Ll 12. l'.utiis des hypbes de BaU-n:- ii/..-/.'- >oumis in vivo en erienmeyer double (voir
texte) a Taction des filtrats de culture d'Hypomyces chlorinus. Nous constatons sur la Figure
11, que la paroi se rompt selon une spirale et que les fibrillcs de la partie interne de la paroi
(fl^dic) ont une orientation oblique par rapport k I'axe de I'byphe • Fig. 12. portions d'hyphes
tris d^grad^es mais oil subsistent des' faisceaux de fibres de diitine. Fig. 11 X 10 000, Fig. 12

X10 000
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Nous avons observe egalement l'effet que les filtrats de culture d'H. chlo-
rtnus exercent in vivo sur le mycelium de Bolet en culture: pour cela, un dis-
positif special de culture, decrit anterieurement (TOUZE-SOULET et al. 1978) est
utilise. Le mycelium de Bolet, apres avoir ete en contact durant 10 a 15 jours
avec le milieu de culture ou se developpe VH. chlorinus, est recueilli. Ses parois
sont isolees et traitees par ombrage rotatif au platine en vue de leur observa-
tion en microscopie electronique (Figs. 11 et 12).

Dans des portions de parois hyphales tres attaquees (Fig. 12), il ne subsiste
presque uniquement que les composants fibrillaires de la paroi. La Figure 11
montre que la ligne de rupture des parois est une spirale et que l'orientation
des fibrilles de la face interne de la paroi est egalement spiralee (fleche). Ceci
doit etre mis en relation avec les observations r^alis^es en microscopie photo-
nique et decrites anterieurement (TOUZE-SOULET et al. 1978) ou apparaissaient
effectivement dans ce mycelium, des structures spiralees au niveau parietal.

Discussion et Conclusion • I

Les resultats precedents peuvent etre analyses a rrois points de vue:
1° — celui de la composition des parois fongiques: la composition et l'ar-

chitecture des parois de certains Basidiomycetes tels que Schizophyllum com-
mune (WESSELS et al. 1972) et Agaricus hisporus (MICHALENKO et al. 1976)
sont maintenant connues. Par ailieurs, la composition chimique des parois d'un
certain nombre d'especes d'Aphyllophorales a ^te donnee (O'BRIEN et RALPH
1966).

La nature des constituants pari^taux des hyphes ou des carpophores de
B. edulis ne diffcre pas essentiellement de celle des Basidiomycetes ^tudi^s par
les differents auteurs: ces parois sont du type chitine-glucane caracteristique
des Basidiomycetes selon BARNICKI-GARCIA (1968). Remarquons que le pour-
centnge de chitine des parois hyphales du Bolet (20,5%) est inf^rieur aux
pourcentages mentionnes par ailieurs (26 a 65 %) dans la plupart des Basidio-
mycetes etudies. De plus, les parois de B. edulis renferment du galactose alors
que cet ose neutre est signale comme non frequent dans les parois de Basidio-
mycetes (MICHALENKO et al. 1976).

2° — celui de la comparaison de deux especes mycophages, l'une k ten-
dance biotrophique, l'autre a tendance necrotrophique: dans le domaine de
leurs aptitudes parasitaires, ces deux Hypomyces sont capables d'attaquer la
chitine et les polysaccharides de la matrice des parois mais l'intensite de leur
action a l'^gard de ces constituants est differente. L'hydrolyse de la diitine est
toujours plus forte avec les filtrats d'H. chrysospermus, et Ia liberation des
oses neutres devient, en presence des filtrats de 14 jours de cette espece, ^gale
ou superieure a ce qu'elle est avec les filtrats d'H. chlorinus. Il en resulte done,
en fin de compte, une degradation des parois de Bolet plus importante par
H. chrysospermus.

Sans vouloir extrapoler, peut etre est-il possible de rapprodier ces resultats
obtenus in vitro, du fait que le developpement de ce parasite, au cours d'in-

Phytopiith, 2., Bd. 98, Hefi 3 I 7
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festations naturelles, entraine une decomposition plus rapide des carpophores de
I'hote, que ne le fait H. chlorinus. Ces reflexions rejoindraient les propos de
LEWIS (1973) selon lesquels une difference evidente entre les parasites bio-
trophiques et necrotrophiques reside dans la quantite et la variete des enzymes
hydrolytiques secretes dans les tissus de l'hote. Cependant, pour poursuivre
une teile comparaison entre les deux especes qui nous occupent, d'autres argu-
ments impliquant des recherches supplementaires (production comparee de sub-
stances antibiotiques par exemple) doivent etre envisages.

Par aiileurs, la degradation plus intense de la chitine par les enzymes
extracellulaires d'H. chrysospermus comparativement a ceux d*H. chlorinus
permet decomprendre que le demasquage de structures spiralees vraisemblable-
ment de nature chitineuse observe au niveau parietal, dans le mycelium de
Bolet soumis in vivo a l'action des filtrats de culture d'H. chlorinus (voir
(TOUZE-SOULET et al. 1978) ne soit pas decelable lorsqu'il s'agit des filtrats
d'H. chrysospermus.

3° — Celui de la formation des parois hyphales du Bolet au cours de la
croissance: les micrographies realisees apres ombrage rotatif au platine sur les
parois isolees du mycelium de B. edulis soumis in vivo ^ l'action des filtrats de
culture d'H. chlorinus (Fig. 8) montrcnt une orientation oblique des fibres de
diitine par rapport a I'axe de l'hyphe; ceci venant a I'appui des observations
en microscopie photonique que nous avons decrites anterieurement a propos
du mycelium entier (TOUZE-SOULET et al. 1978).

Un arrangement analogue des fibrilles a et^ observee par KROH et al.
(1976) pour les parois hyphales d'Allomyces arbuscula apres traitement par
KOH ^thanolique. Cette disposition des microfibrilles pourrait avoir son
origine dans une eventuelle croissance spirale des apex hyphaux qui, d'apres
certains auteurs (MADELIN et al. 1978), pourrait etre une modalite de crois-
sance assez repandue chez les diampignons.

Resume

Les parois cellulaires (mycelium et stipw) de Boletus edulis sont de type
diitine-glucane. Elles sont degradees in vitro par les enzymes extracellulaires
de deux Hypomyces parasites des carpophores de Bolet: H. chrysospermus
parasite necrotrophique degrade plus fortement la chitine et libere, tardive-
ment, autant d'oses reducteurs qu'W. chlorinus. L'observation en microscopie
Electronique, apres ombrage rotatif au platine, des parois attaquees, confirme
ces resultats.

Summary

The cell walls of Boletus edulis:
composition and enzymatic lysis by two mycoparasites of the genus Hgpomyces

The cell walls (mycelium and stipe) of B. edulis belong to the diitin-
glucan type. In vitro, the extracellular enzymes of two Hypomyces, parasites
on carpophores of Boletus, bring about their degradation: H. chrysospermus
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a necrotrophic parasite degrades more chitin than H. chlorinus and releases
belately reducing sugars as mudi as H. chlorinus. Ultrastructural observations
of the cell walls degradation by shadow-casting with platinum, support these
results.

Zusammenfassung

Zusammensetzung der Zellwande von Boletus edulis
und enzymatischer Abbau durdi zwei Mykoparasiten aus der Gattung Hypomyces

Die Zellwande in Myzel und Stiel von Boletus edulis gehoren zum Chitin-
Glucan-Typ. Zwei auf dem Pilz parasitierende Hypomyces-Anen bauen die
Zellwande durch extrazellulare Enzyme ab. Hypomyces chrysospermus baut
Chitin starker ab und setzt im Spatstadium ebensoviel reduzierende Zucker
frei wie Hypomyces chlorinus. Elektronenmikroskopisdie Beobachtungen be-
statigten diese Ergebnisse.

Les auteurs remercient Monsieur B. LUGARDON pour l'utilisation du microscope Elec-
tronique du Laboratoire de Biologie vcgetalf que dirige Monsieur le Professeur C. LEREDDE;
Monsieur A. MOISAND du Centre de Pharmacologie et Toxicologie fondamentale qui a
la tedinique d'ombrage des parois; et Mile GRANADEL pour son assistance tedinique.
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