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Interactions algo-fongiques dans le
Pleurococcetum vulgaris corticole, etude en
microscopie optique et electronique

G. Turian et O.Reymond

Departement de Biologie vegetale,
Universite de Geneve

Manuscrit re?u le 7 octobre 1979

Pratiquement tous les troncs d'arbres des pares publics urbains presentent sur
leur face nord, nord-est, le revetement poudreux vert tendre caracteristique de la

„peste verte" ä pleurocoques (Barkman, 1958). Examinee au microscope optique,
ses elements algaux apparaissent en majorite sous forme de tetrades de cellules ä

chloroplaste parietal presque toujours depourvu de pyrenoide. Depuis Chodat (1902)
l'on sait qu'il s'agit lä d'une caracteristique essentielle du complexe speeifique Pleuro-
coccus vulgaris Naeg. Protococcus viridis Agardh.) resolu par Brand (1925) en
Desmococcus vulgaris saxicole surtout et le corticole Apatococcus vulgaris qu'Edlich
(1936) a scinde en Apatococcus perspieuus et A. minor. Edlich (1936), ä la suite
de Schmid (1933), a observe la presence constante de filaments fongiques entre
les elements algaux et leur a meme reconnu un role essentiel dans la croissance
„in vitro" et par extension „in vivo" des pleurocoques. Quispel (1945) a pu isoler et
faire croitre independamment le partenaire fongique qu'il a decrit comme forme
d'hyphes tres cloisonnes et fuligineux done du type dematiaceen. L'un de nous a

pu recemment tirer parti des possibilites de sporulation de la moisissure sur les

revetements de marronniers et surtout d'erables exposes ä une pollution atmosphe-
rique (ä SO2, etc.) maxima ä Geneve (Turian, 1975) pour caracteriser ce partenaire
fongique comme une Dematiacee presque identique au xylicole Coniosporium
(Sirodesmium) granulosum Hughes (Ellis, 1973) mais dont l'absence de sporodoques
et l'adaptation biologique aux algues subaeriennes justifiaient la description comme
espece nouvelle Coniosporium aeroalgicolum (Turian, 1977).

II etait des lors interessant de poursuivre l'etude tout d'abord morphologique
des interactions algo-fongiques intervenant dans les cas de „peste verte" d'apparence
normale (avec Coniosporium vegetatif discret et asporique) et de ses quelques Stades
de degradation vers le brun noirätre ä noir charbon (Coniosporium dominant et
totalement sporule).
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Nos observations ont surtout beneficie des techniques standards de microscopie
photonique et electronique ä balayage, car les quelques images valables en
transmission sur coupes minces ont ete difficiles ä obtenir avec ce materiel xerophytique
ä parois particulierement epaisses et resistantes.

Materiel et methodes

Des fragments d'ecorce des divers arbres ont ete preleves en notant leur orientation et, au
laboratoire, un peu de leur revetement colore allant du vert tendre au noir charbon en passant
par le brun verdätre, recueilli ä 1'aide d'une aiguille lanceolee et etale entre lame et lamelle dans
de l'eau pour examen extemporane. De nombreuses microphotos ont ainsi ete realisees au
microscope ä fond clair.

Pour l'examen au microscope electronique a balayage (SEM), la „poudre" algo-fongique
est recoltee sur l'ecorce des arbres avec la pointe d'une spatule. Seule la partie superieure de la
couche verte est ainsi recueillie et l'on evite la recuperation de debris provenant de l'ecorce
de l'arbre. Le materiel est ensuite fixe a la glutaraldehyde a 2,5% tamponnee a pH 7 par du
tampon cacodylate, a la temperature du laboratpire. La paroi des cellules algales etant hydrophobe,
le materiel flotte souvent ä la surface du fixateur. Apres 12 h, le materiel est rince dans le meme
tampon, puis post-fixe a l'osmium ä 2%, egalement tamponne. Apres 2 h, le materiel est rince
comme precedemment puis deshydrate dans une serie acetonique allant de 30—100%. Le materiel
est seche par la methode du point critique, utilisant le CO2 liquide. Les echantillons sees sont
ensuite colles sur les porte-echantillons a l'aide de „Scotch double face" puis dores par la methode
du „sputtering". Si une telle fixation parait inutile pour les cellules algales dont la paroi est
tres dure, il n'en est pas de meme pour les cellules fongiques composant l'association. Le materiel
est finalement observe sur le microscope a balayage JSM-35 du Centre de Microscopie Electronique
de l'Universite de Lausanne.

Pour la microscopie electronique en transmission sur un modele AEI, une partie du meme
materiel est fixee et deshydratee puis enrobee dans la resine de Spurr, dans des boites de petri
plastiques de diametre de 3 cm enduites d'un vernis a demouler. Apres polymerisation et
demoulage, le materiel ä sectionner est aisement choisi au microscope optique et Photographie
avant d'etre coupe sur 1'ultramicrotome.

Resultats et discussion

Trois types d'examen ont ete realises, determines en partie par l'origine du
materiel algo-fongique.

1) Microscopie optique sur ecorces d revetement poudreux allant du vert vif
au noir charbon:

a) Revetement vert vif preleve sur un gros cedre du Jardin botanique de l'Universite
de Lausanne. Les interactions algo-fongiques se sont revelees du type biotrophique
avec parfois un produit d'excretion et/ou d'adhesion entre partenaires. Des excroissances
laterales des hyphes evoquent des suQoirs ne causant apparemment pas l'effraction de

la paroi de la cellule pleurococcoide contactee (Fig. 1); b) Geneve: revetement vert vif
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Fig. 1:

Tetrades de Pleurococcus vulgaris Naeg. montrant le contact avec
Coniosporium aeroalgicolum Tur. au niveau de la surface cellulaire
particulierement sur le septum (fleche). Noter les depots (rouge brunätre)
dans les articles hyphaux terminaux.

sur face nord, ä 1,50 m du hauteur d'un tronc de marronnier (Aesculus hippocas tanum)
du pare des Bastions: predominance de tetrades saines de- Pleurococcus vulgaris Naeg.

correspondant etroitement ä VApatococcus vulgaris Brand dans sa forme A. minor
Edlich, avec discrets filaments fongiques fuligineux de Coniosporium aeroalgicolum
Turian; c) revetement vert brunätre plus pres de la Place Neuve (Bastions N.-O.):
aussi type Apatocoecus mais davantage intrique d'hyphes sporiferes de Coniosporium
avec developpement apical de didymospores et phragmospores ä cloisons obliques
typiques sous paroi granuleuse (Fig. 2) pouvant parfois evoluer en dietyospores.
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Fig. 2:

Chainettes sporales de Coniosporium, type dictyospore a cloison oblique; dans l'encart,
focalisation sur les granulations parietales de grosses dictyospores.

Des interactions algo-fongiques sont visibles qui evoquent une relation algo-fongique
de type biotrophique; d) revetement brun noirätre ä „reflet" verdätre mais pouvant
aller jusqu'au noir charbon, sur tronc d'erable sycomore (Acer pseudoplatanum)
au boulevard du Theatre: rares tetrades d'Apatococcus fortement decolorees, avec
dominance complete du Coniosporium aeroalgicolum abondamment sporule par
didymo-phragmo et grosses dictyospores allongees et granuleuses (Fig. 2 encart).
Les interactions algo-fongiques ont ete sans doute desequilibrees dans le sens d'un
necrotrophisme fongique avec aboutissement sporogene.

2) Microscopie electronique ä balayage

Dans les revetements verts examines a faible grossissement du microscope, les
elements pleurococcoldes predominent sous forme de tetrades et d'octets entremeles
d'hyphes simples ou ä elements didymospores (Fig. 3). Les cellules algales contactees
restent d'apparence saine, ä savoir regulierement globuleuses et ces images suggerent
une relation de type biotrophique (Fig. 4).
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Fig. 3:
Poudre verte examinee au microscope äbalayage: elements fongiques allonges entre les spheres algales.

Fig. 4:
Interaction algo-fongique vue au microscope a balayage: l'une des bifurcations de l'hyphe de

contact longe le septum intercellulaire d'une tetrade du Pleurococcus.
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Fig. 5:

Poudre noire constitute de spores de Coniosporium en predominance au Stade phragmospore.

Fig. 6:
Population algo-fongique: effondrement des cellules des tetrades du Pleurococcus accompagne
de plissements de leurs parois.
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Par contraste, les revetements virant au brun noirätre des ecorces plus polluees ou
trop ombrees, montrent une predominance de l'element fongique Coniosporium sous
sa forme sporulee noire avec de nombreuses phragmospores et des dictyospores
epaissies (Fig. 5).

Dans les prelevements de poudre la plus noirätre, au niveau des quelques reflets
residuels verdätres, Taction necrotrophique de la Dematiee s'exprime visiblement par
l'effondrement des cellules pleuroccoides normalement globuleuses et Tirregularite
consecutive de leur surface (Fig. 6).

3) Microscopie electronique ä transmission

Les coupes ont ete realisees sur des populations de pleurocoques prelevees en
zone relativement polluee (Bastions, N.-O,, voir lb) ä proportion relativement elevee
de Coniosporium sporule. Chez Pleurococcus vulgaris, une dense paroi externe
commune enserre les cellules individuelles delimitees par leur paroi propre electro-
luscente (Fig. 7). Le chloroplaste parietal de chaque cellule peut apparaitre comme
lobe mais sans pyrenoide (contrairement kPleuroccus vulgaris decrit par Meneghini,
voir Chodat, 1902). Le cytoplasme fortement vesiculeux contient des groupes de
granules lipidiques et quelques mitochondries apparaissant entre les lobes du chloroplaste.

Dans ce dernier, les thylacoides s'empilent perpendiculairement ä la surface
cellulaire. Les quelques plastoglobules intraplastidiaux que nous avons observes ne
sont pas comparables ä ceux qui caracterisent les algues symbiotiques des lichens
(voir etude de Peveling, 1973, sur Trebouxia). A noter enfin, dans la zone centrale
granulaire des cellules, un globule assez dense pouvant correspondre au nucleole du

noyau mal delimite.
Chez Coniosporium, une epaisse paroi externe intensement melanisee entoure

les compartiments cellulaires des dictyospores dont chacun est ä son tour entoure
d'une paroi propre stratifiee (Fig. 8). Le contenu cytoplasmique difficile k preserver
par la fixation presente des vacuoles spheriques ä contenu en general moderement
dense. De plus dense globules, probablement de nature lipidique, ont ete vus dans
des spores ägees selon le critere de leur epaisse paroi pluristratifiee.

Les spores composees du Coniosporium evoluant parfois en dictyospores (cloi-
sonnement interne de type mural) sont en contact etroit avec les tetrades de Pleuro-

Fig. 7:

Coupe transversale au niveau d'une tetrade du Pleurococcus vulgaris entouree d'une double
paroi electroluscente, commune externe (e) et individuelle interne (i). Contenu cytoplasmique
dense avec chloroplaste parietal massif et ä thylacoides serres et petits groupes de plastoglobuli
(fleche), granules de type lipidique sur la peripherie, certains plus denses intravacuolaires, une
mitochondrie (m) ä cretes courtes mieux visible. Zone granulaire centrale ä localisation
nucleaire revelee par son nucleole (nu).

Fig. 8:

Coupe fine d'une apposition Coniosporium-Pleurococcus: ä gauche, dictyospore fongique
ä epaisse paroi melanisee et granulaire, couche externe dense aux electrons et couche interne
pluristratifiee moins dense autour de chaque compartiment; ä droite, tetrade algale ä parois
electroluscentes densifiees sur leur surface. Noter 1'effet d'interaction negative sur l'algue
revele par un des septa ondule de la tetrade (fleche).
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coccus dont des elements lateraux peuvent apparaftre legerement hypotrophies.
Autre consequence de l'mteraction, la tetrade de pleurocoque apposee au groupe
sporal de Comosporium peut presenter une cloison intercellulaire ondulee refletant
l'une des consequences de la deformation des cellules algales en relation necro-
trophique avec le partenaire fongique (Fig. 8).

En conclusion, l'mteraction algo-fongique mtervenant dans le Pleurococcetum
vert des conditions normales, ä savoir de faible antagomsme lichemque sur les troncs
d'arbres des zones urbaines ä pollution encore moderee (moyenne de 100 pg S02/m3
selon les tables d'Hawksworth et Rose, 1970), correspond ä une association de type
semi-lichemque Celle-ci est desequilibree en faveur du champignon Comosporium,
devenant necrotrophe sporogene, dans les conditions de pollution exageree
(> 125 pg SC>2/m3, Tunan et Desbaumes, 1975).

Nous remercions Monsieur A. Gautier de nous avoir ouvert les facilites du Centre de Microscopie
Electronique de l'Umversite de Lausanne.

Resume

Dans la „poudre verte" corticole, l'algue subaerienne Pleurococcus vulgaris Naeg.
entre en interaction de contact du type biotrophique avec les hyphes de la Dematiee
Comosporium aeroalgicolum Tur.

Dans la „poudre noire" des ecorces d'arbres des zones urbaines tres polluees,
l'mteraction devient necrotrophique avec des cellules pleurococcales deformees au
contact de nombreuses phragmo-dictyospores noires du Comosporium.

L'ultrastructure des tetrades cellulaires de Pleurococcus vulgaris revele sous
une double parol electroluscente un chloroplaste parietal sans pyrenofde mais ä

thylacoides serres, au contact de quelques plastoglobules lipidiques.

Zusammenfassung

Im grünen Belag, der den Baumrinden aufsitzt, geht die Luftalge Pleurococcus
vulgaris Naeg. einen biotrophen Oberflachenkontakt mit den Hyphen von
Comosporium aeroalgicolum Tur. ein. Im schwarzen Belag, der den Baumrinden der
urbamsierten, sehr verschmutzten Gegenden aufsitzt, kommt es zu einer nekro-
trophen Interaktion zwischen deformierten pleurococcalen Formen und den
zahlreichen schwarzen Sporen von Comosporium.

Die Ultrastruktur der Zelltetraden von Pleurococcus vulgaris zeigt unter einer
doppelten, im EM sehr schwach kontrastierten Zellwand einen an ihr anliegenden
pyrenoidfreien Chloroplasten mit gestapelten Thylakoiden, welche mit einigen
Plastoglobuli im Kontakt stehen.
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Summary

In the corticolous „green powder", the subaerial aiga Pleurococcus vulgaris Naeg.
shows a biotrophic type of surface contact with the hyphae of the dematiaceous
Coniosporium aeroalgicolum Tur.

In the „black powder" on the bark of trees from highly polluted urban areas, the
interaction becomes necrotrophic and pleurococcal cells are shrunken in contact with
the numerous black phragmo-dictyospores of the Coniosporium.

The ultrastructure of the cells of Pleurococcus vulgaris tetrads shows below a

double electroluscent wall a parietal chloroplast without pyrenoids, densely stacked
with thylacoids and some plastoglobuli closely affixed to it.
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