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LES STRATEGIES SYMBIOTIQUES DE CONQUETE
DU MILIEU TERRESTRE PAR LES VEGETAUX

M.-A. SELOSSE et F. LE TACON

Equipe de Microbiologie Foresti¢re
INRA, Centre de Nancy
54280 CHAMPENOUX

INTRODUCTION

Les principaux groupes de phototrophes pour le carbone, procaryotes ou eucaryotes, sont apparus en milieu marin.
Lorsqu'ils ont conquis le milieu terrestre, 4 des époques diverses, ils ont été confrontés 4 des contraintes nouvelles et variées,
nécessitant plusieurs adaptations simultanées. Nous nous proposons d'analyser ici le role des symbioses mutualistes dans la
conquéte du milieu terrestre et la diversification ultérieure des phototrophes au cours des temps géologiques. Nous illustrerons
ce propos par deux constats :

1.de telles associations sont actuellement la régle générale en milieu terrestre pour tous les groupes de phototrophes
(Algues, Archégoniates,...) ;

2.ces associations, indépendantes phylogénétiquement, sont anciennes, voire contemporaines de l1a sortie des eaux des
groupes COncernes.

Nous tenterons d'expliquer en conclusion le rdle de ces associations et le "saut évolutif' que représente leur mise en
place. (Une version détaillée de cette revue est parue aprés le colloque dans Cryptogamie-Mycologie, 16(3), 141-183 (1995),
mais le texte présent a été remis a jour en septembre 1996, en vue de la parution des actes du colloque.)

PREMIER CONSTAT : GENERALITE DES ASSOCIATIONS VEGETAUX - CHAMPIGNONS EN MILIEU
TERRESTRE

Les microalgues et leurs formes lichénisées

Les microalgues sont les algues microscopiques, unicellulaires ou filamenteuses, procaryotes ou eucaryotes, qui vivent
en milieu aérien. Ce sont, essentiellement, des Cyanophytes ("Cyanobactéries") et des Chlorophytes (Tchermak-Woess, 1988).
Certaines colonisent le milieu terrestre a I'état aposymbiotique, mais d'autres sont associées 4 des champignons pour former des
lichens. Ces associations font intervenir des Ascomycetes (la plupart des cas) et des Basidiomycétes (2% des lichens). Dans
cette association mutualiste, les capacités des partenaires sont "dopées” : le thalle, par exemple, est un stroma fongique, tres
différencié chez les lichens a thalle hétéromére (Honegger, 1993). L'amplitude écologique des partenaires se trouve aussi
accrue, et les lichens colonisent des zones soumises 4 des conditions climatiques extrémes, 12 ol les autres végétaux terrestres
atteignent leurs limites physiologiques (Topham, 1977).

Les lichens sont a la fois un succés évolutif, en raison de leur succés dans des conditions hostiles, et une impasse
évolutive : en particulier, sur le plan morphogénétique, la stratégie poikilohydrique adoptée par ces organismes et les faux
tissus du partenaire fongique limitent la complexification morphologique, et le plan d'organisation reste thallophytique.

Les macroalgues et le cas des mycophycobioses

Les macroalgues se rattachent aux Rhodophytes, aux Chlorophytes et aux Phéophytes : elles sont, par opposition aux
précédentes. pluricellulaires et parenchymateuses. Certaines supportent une émersion prolongée qui en fait des végétaux sub-
terrestres : ce sont les macroalgues de la zone intertidale. Quelques algues de la zone intertidale abritent des endophytes - c'est
par exemple le cas d'Ascophyllum nodosum qui abrite un ascomycéte, Mycosphaerella ascophylli. Le champignon est
extracellulaire. utilise les polysaccharides et la biotine de l'algue, et fructifie dans les réceptacles de celle-ci (Kohimeyer et
Kohlmeyer, 1972, Fries, 1979). L'algue peut étre cultivée axéniquement in vitro sans variation morphologique notable (Fries,
1988) : mais. sur le terrain, tous les thalles de plus d'un an présentent I'endophyte (Webber, 1967). D'autres algues possedent
des associations avec des Ascomycétes marins : des Rhodophytes, mais aussi des Chlorophytes (Blidingia, Prasiola...:
Kohlmeyer et Kohlmeyer, 1979). Le réle du partenaire fongique n'est pas évident, mais il pourrait ére lié aux transferts de
minéraux au sein du thalle, 4 un effet répulsif sur les herbivores et, surtout, a la résistance & la dessiccation (Kohlmeyer et
Kohlmeyer. 1979). A l'appui de ce dernier point, des modifications du métabolisme des polyols ont été observées sur P.
canaliculata. entre 1'état axénique et 1'état naturel, infecté par M. ascophylli (Kingham et Evans, 1986).

Qu'on v reconnaisse un "parasitisme sans symptome" (Lewis, 1973) ou un mutualisme, de telles associations semblent
fréquentes en zone intertidale. Kohlmeyer et Kohimeyer (1972) ont proposé de les appeler "mycophycobioses”. A la différence
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des lichens, les mycophycobioses ont I'allure du partenaire algal, qui reste fertile (voir tableau 1). Ces a.ssocia_tic’)ns'paraissent
moins coévoluées que les lichens, car elles ne présentent ni multiplication asexuée conjointe des partenaires, m équivalent des
acides lichéniques.

Les Bryophytes sont mutualistes ou non

Anthocérotes et Hépatiques présentent souvent des associations avec des partenaires fongiques : l'organe mixte formé
est alors appelé mycothalle. Les partenaires des Anthocérotes seraient proches des champignons responsables des
endomycorrhizes vésiculo-arbusculaires (Glomales ; Ligrone, 1988). Le tableau est plus complexe chez les Hépatiques
(Pocock et Duckett, 1985a, Boullard, 1988) : les Marchantiales et les Metzgeriales adoptent des partenaires non septés, formant
des arbuscules intracellulaires, proches des Glomales. Les Jungermaniales présentent des partenaires 4 hyphes septés, sans
boucle, formant des pelotons intracellulaires qui rappellent les endomycorhizes des Orchidaceae. Enfin, trois familles
(Lepidoziaceae, Calypogeiaceae et Cephaloziaceae) possédent des rhizoides renflés envahis par des champignons
ascomycétes, probablement responsables de l'exploitation de la matiére organique alentour pour le compte de l'association
(Pocock et Duckett, 1985b, Duckett et Read, 1991).

En revanche, les mousses ne présentent aucun partenaire fongique dont on puisse supposer qu'il soit mutualiste. Ceci
souligne bien le lien entre la présence du partenaire fongique et I'émergence d'une stratégic homéohydrique chez les
Archégoniates. Les Hépatiques, a thalles massifs, pourvues d'une cuticule et de stomates rudimentaires, présentent de telles
associations. Les Mousses, plus nettement poikilohydriques, n'ont pas de partenaire. Les Trachéophytes, qui adoptent dans leur
ensemble une stratégie homéohydrique, sont pratiquement tous pourvus de partenaires fongiques, comme nous allons le voir.
Affranchies des contraintes liées 4 la poikilohydrie (et, de plus, dotées d'un cycle diplophasique mieux 4 méme d'exploiter le
brassage génétique de la fécondation), les Trachéophytes vont connaitre en milieu terrestre un réel succes écologique et
évolutif.

Les Trachéophytes sont mutualistes dans leur ensemble

Les Ptéridophytes sont mutualistes dans leur ensemble, comme I'a montré la trés belle et trés complete étude de
Boullard (1979) : leurs partenaires sont septés ou non, généralement intracellulaires. Harley et Harley (1987) identifient des
partenaires fongiques dans 70% des Ptéridophytes de la flore anglaise. Les gamétophytes peuvent étre atteints (mycothalles),
comme les rhizomes (mycorhizomes) et les racines (mycorhizes) du sporophyte ; la régularité de l'infection varie selon les
familles : elle est absente des formes aquatiques, ce qui confirme le lien entre milieu terrestre et présence d'un partenaire
fongique. On notera aussi l'existence d'un partenaire non septé dans le sporophyte et le gamétophyte de Psilotum nudum
(Peterson et al., 1981), parfois considéré comme un Trachéophyte primitif.

Les Préspermaphytes et les Spermaphytes sont également concernés : Harley et Harley (1987) rapportent que 100% des
Gymnospermes et 80% des Angiospermes de la flore anglaise forment des mycorhizes. D'autres associations, comme les
mycophylles (Caroll, 1988) ou I'endophytisme chez les Poaceae (Scott et Schardl, 1993), seraient aussi fréquentes, quoique
mal connues, chez ces végétaux. Le type le plus répandu est I'endomycorhize de type vésiculo-arbusculaire (Harley et Harley,
1987), déja entrevu chez les Archégoniates inférieures : le champignon, non septé, appartient & l'ordre des Glomales, dont la
position systématique reste discutée. Il forme des arbuscules intracellulaires et des vésicules inter- ou intra-cellulaires, et aurait
un role trophique (apport de phosphore) et phytosanitaire.

Mais d'autres types de mycorhizes se sont développés au sein des Spermaphytes (Harley et Harley, 1987, Lewis, 1987) :
l'ectomycorhize, par exemple, concerne les Spermaphytes ligneux. Dans ce cas, le champignon, un Ascomycéte ou un
Basidiomycéte, reste extracellulaire, et forme un manchon (ou manteau) autour de la racine et un réseau (dit "de Hartig") entre
les cellules corticales racinaires. Le champignon a, au sein de 1'association, un réle trophique (apport de phosphore et d'azote, a
partir des formes minérales ou organiques de ces éléments) et phytosanitaire (protection contre le calcium, les agents
pathogenes...). Par ailleurs, les Orchidaceae et les Ericales ont développé divers types d'ectendo- et d'endo-mycorhizes, dont la
particularité¢ commune est d'impliquer un ascomyceéte ou un basidiomycéte, qui pénétre dans certaines cellules racinaires : le
champignon pourvoit 4 I'apport phosphaté et azoté, voire carboné, de la plante.

DEUXIEME CONSTAT : POLYPHYLETISME ET ANCIENNETE DES ASSOCIATIONS VEGETAUX -
CHAMPIGNONS

Les lichens, premiers colonisateurs ?

Au contraire d'une idée regue, les lichens, potentiellement équipés pour avoir été les premiers colonisateurs du milieu
terrestre, ne sont connus par des fossiles avérés qu'a partir du Tertiaire (Taylor et Taylor, 1993). Sous leur forme actuelle, ils
n'ont pu ée les premiers colonisateurs du milieu terrestre : certes, les Chlorophytes et les Cyanophytes existent avant
l'apparition, au Silurien, d'une végétation terrestre, mais les fossiles Ascomycétes ne sont avérés qu'a partir du Carbonifére
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(Stubbelfield et Taylor, 1988). Peut-on envisager que des lichens, avec un mycobionte différent, aient été les premiers
colonisateurs ? Actuellement, le cas de Geosiphon pyriforme peut évoquer ce qu'auraient été de telles associations. Ce
zygomycéte (probablement un Glomale, Schiissler ef al., 1994)) est associé & des Cyanophytes en une endosymbiose trés
originale, capable de fixer le diazote atmosphérique et le dioxyde de carbone (Mollenhauer et Kluge, 1994). Son ancienneté
n'est pas prouvée, mais des lichens a cyanobactéries et mycobiontes non septés existérent dés le Dévonien (Taylor ef al., 1995).
Mais avant cette date, les traces de procaryotes phototrophes terrestres, connues dés le Précambrien, ne montrent aucun
mycobionte (Horodyski et Knauth, 1994).

11 nous semble donc que I'état lichénisé est secondaire au sein des microalgues, probablement sorties des eaux & l'état
aposymbiotique. Reconnu chez les Chlorophytes, les Cyanophytes, mais aussi les Xanthophytes et les Phéophytes, I'état
lichénisé a été acquis de fagon polyphylétique par le mycobionte également (Gargas et al., 1995). L'état lichénisé semble
intervenir pour beaucoup dans le succés ultérieur des microalgues en milieu terrestre, et a peut-étre été décisif dans la sortie des
eaux des Ascomycetes.

Les mycophycobioses récapitulent-elles I'origine des Archégoniates ?

Sous leur forme actuelle, les mycophycobioses sont polyphylétiques (on les connait au sein des Chlorophytes, des
Rhodophytes et des Phéophytes) et probablement d'origine récente, impliquant des Ascomycétes retournés a la vie aquatique
(le genre Mycosphaerella comporte par exemple des phytoparasites terrestres). Toutefois, I'hypothése est séduisante qu'une
telle association soit 4 l'origine des Archégoniates (Jeffrey, 1962 ; Pirozynski et Malloch, 1975) : cette association aurait été
constituée d'une charophycée (groupe de Chlorophytes, ancétre supposé des Archégoniates) et d'un champignon non septé
proche des Glomales, actuellement associés a tous les groupes d'Archégoniates. Aucun fossile ne demeure d'une telle
association, méme si de nombreux fossiles de végétaux terrestres primitifs, au Silurien puis au Dévonien, présentent des
structures curieuses et des affiliations systématiques douteuses (Taylor et Taylor, 1993) qui laissent une place a cette
hypothése. Cette proposition reste donc purement spéculative.

Les Archégoniates sont-elles mutualistes depuis leur origine ?

Les Bryophytes ne paraissent pas non plus, contre une idée également recue, appartenir aux premiers végétaux
terrestres, puisque les premiers fossiles sont plus tardifs (fin du Silurien pour les Hépatiques, Secondaire pour les
Anthocérotes) : leur état a cet époque, mutualiste ou non, est inconnu, et elles auraient grandement profité d'un couvert pré-
existant de Trachéophytes (Schuster , 1981).

Le tableau est plus clair pour les Trachéophytes : si aucun endophyte n'a été décrit dans les premiers Trachéophytes
connus (Cooksonia), les végétaux de la flore de Rhynie (écosystéme lacustre du début du Dévonien) en présentent de
nombreux. Boullard et Lemoigne (1971) ont reconnu des champignons formant des vésicules au sein des tissus silicifiés de
Rhynia gwynne-vaughanii et R. major, que ces auteurs considérent comme respectivement le gamétophyte et le sporophyte de
la méme espéce. D'aprés eux, il s'agirait de symbiotes mutualistes - c'est une conclusion semblable que suggére 1'observation
plus récente d'arbuscules trés bien conservés dans le méme matériel (Remy et al., 1994). Sur la base d'observations nouvelles,
Edwards (1986) a proposé de reclasser Rhynia gwynne-vaughanii dans un genre nouveau, Aglaophyton : pour cet auteur, cette
espéce n'est pas vasculaire mais proche du stock ancestral commun aux Archégoniates (Bryophytes et Trachéophytes) dans
leur ensemble. Si l'on admet cette modification, elle implique ipso facto de considérer I'état mutualiste comme ancestral pour
les Archégoniates : c'est ce que nous proposons, par opposition aux microalgues terrestres (voir aussi Pirozynski, 1981).

Les fossiles des périodes ultérieures ne démentent pas l'importance du mutualisme au sein des Trachéophytes
(Stubbelfield et Taylor, 1988): en particulier, les premiers arbuscules sont reconnus au Trias, dans les racines d'un
préspermaphyte (Stubbelfield ez al., 1987).

L'ancienneté des Glomales

Ce groupe, d'affinité systématique discutée, est connu dés le Dévonien, voire plus tot, par des fossiles (Pirozynski et
Dalpé, 1989, Taylor et al., 1995). 1l est responsable, actuellement, d'associations mutualistes avec tous les Archégoniates
actuelles, hormis les Mousses. De nombreux critéres (régression de la sexualité, impossibilité de les cultiver in vitro) laissent
supposer que la biotrophie de ce groupe est ancienne. La difficulté méme de les rapprocher de groupes actuels est cohérente
avec I'hypothése de fossiles vivants, préservés au sein de la niche extrémement stable que représente l'organisme végétal.

En supposant que les Glomales appartiennent aux Zygomyceétes, on a cherché a dater 4 l'aide d'une horloge moléculaire
la divergence des Glomales d'avec les autres Zygomyceétes (Simon et al., 1993). La date obtenue (460 4 355 millions d'années)
coincide avec la sortie des eaux des Archégoniates. Si l'étalonnement d'une horloge moléculaire est toujours délicat, et si rien
r'indique le mode de vie des ancétres des Glomales lors de cette divergence, ces dates sont cohérentes avec I'hypothése d'un
role des Glomales dans I'émergence des Archégoniates. Dans tous les cas, les Glomales semblent avoir accompagné la
diversification des Trachéophytes.



M.-A Selosse et F. Le Tacon / Bull. Inf. Ass. Fr. Lichénol. Mémoires N°3, 1999 Grenoble, p. 7-12

Récurrence du mutualisme chez les Spermaphytes

Les mycorhizes spécifiques des Spermaphytes (ectomycorhizes, endomycorhizes des Ericales et des Orchidaceae) sont
probablement postérieures au Crétacé, ou I'émergence des Angiospermes aurait permis leur apparition (Malloch ef al., 1980).
Les ectomycorhizes seraient apparues de facon polyphylétique : elles touchent certaines Gymnospermes comme certaines
Angiospermes, et impliquent des Ascomycétes comme des Basidiomycetes. Les partenaires fongiques sont proches de certains
genres de saprophytes, et exploitent pour le végétal des sols assez mal minéralisés : les ectomycorhizes se seraient substituées
aux endomycorhizes vésiculo-arbusculaires dans des conditions écologiques mal tolérées par ces derniéres. Les mycorhizes des
Orchidaceae et des Ericales sont également polyphylétiques : les champignons sont des Ascomycétes ou des Basidiomycétes,
proches de genres parasites. L'association dériverait donc, pour ces deux groupes d'Angiospermes, d'associations héte-parasite.

Globalement, ces associations plus récentes montrent la tendance a l'apparition du mutualisme, récurrente au cours de
I'évolution des végétaux terrestres, et le remplacement progressif des partenaires non septés par des partenaires septés.
Toutefois, certains Spermaphytes (Angiospermes comme les Brassicaceae, les Chenopodiaceae,...) n'ont aucun partenaire
fongique : elles sont aposymbiotiques, pourvues d'abondants poils absorbants qui se substituent au symbiote (Baylis, 1972).
L'évolution des Trachéophytes permet donc 1'émergence de groupes complétement autonomes (Pirozynski, 1981),
quoiqu'homéohydriques : leur succés reste néanmoins limité au sein des écosystémes. Parmi les Trachéophytes, a l'inverse des
microalgues, I'état aposymbiotique serait donc secondaire.

CONCLUSION:1+1>2

Reégle générale en milieu terrestre, le mutualisme entre champignons et végétaux doit pouvoir étre interprété en termes
d'adaptation 4 la vie émergée. L'organisme phototrophe aquatique vit dans un milieu qui pourvoit 4 son alimentation hydrique,
gazeuse, minérale et photonique. La sortie des eaux représente le passage 4 un milieu peu porteur, desséchant, ou la présence
d'eau (et donc I'apport hydrique) fluctue, o la lumiére est plus riche en ultraviolets et ol la température peut varier beaucoup.
En quoi le mutualisme pourrait-il répondre a ces problémes ?

L'apparition d'une association mutualiste correspond & 1'émergence quasi-instantanée d'une espéce nouvelle : c'est un
saut macroévolutif (Pirozynski, 1981). Cette "espéce” réunit les potentialités des deux partenaires :

- le partenaire autotrophe est déja sélectionné pour maximiser les échanges gazeux et photoniques en milieu aquatique :
ces caractérisuques, maximisant la surface d'échange, en font un bon candidat pour exploiter les ressources atmosphériques ;

- complémentairement, le champignon, par sa forme filamenteuse et la production d'exoenzymes, maximise le volume
exploré et peut donc exploiter an mieux les ressources édaphiques.

Le champignon peut aussi contribuer aux transferts au sein de I'autotrophe ; ce dernier peut aussi amener les possibilités
morphogénéuques liées aux parenchymes.

L'association ne se réduit pas a 1'addition des potentialités préexistantes : en ce sens, l'association vaut plus que les deux
partenaires isolés (1+1>2). De nouvelles propriétés apparaissent avec elle : I'amplitude écologique est ainsi accrue
(résistance au froid et A la sécheresse des lichens, par exemple). Les partenaires se trouvent modifiés, tant au niveau
morphologique (prolifération des organes colonisés, altérations morphologiques liées 2 des modifications hormonales) qu'au
niveau biochimique. On peut illustrer ce dernier point avec I'exemple des acides lichéniques, synthétisés par le champignon
lichénisé, mais uniquement en présence de l'aigue : un caractére inductible, induit en permanence dans l'association, devient
constitutif. Nous proposons un paralléle entre les acides lichéniques et les phytoalexines, produites par les végétaux supérieurs
en réponse a des agressions, mais aussi en présence de mutualistes (Volpin et al., 1994). Comme les acides lichéniques, ces
substances ont €té impliquées dans la détoxication des ultraviolets : la stimulation du métabolisme des produits de la phényl-
alanine ammono-lyase par le champignon a pu jouer un rdle dans l'adaptation aux conditions photoniques du milieu aérien.
Plus tard, elle a pu jouer un réle dans l'apparition de la lignine. Globalement, en induisant un état de stress peu spécifique chez
son partenaire, le champignon le prépare 4 affronter le milieu terrestre.

L'approche classique des végétaux terrestres, étudiés comme aposymbiotiques, a longtemps caché leur nature
mutualiste. et a conduit a sous-estimer I'importance des champignons dans la vie en milieu terrestre. Par provocation, on est
tenté d'écrire... que la majorité des Archégoniates terrestres sont des lichens, dont l'algue est pluricellulaire, et occupe la partie
aérienne et visible.

REMERCIEMENTS : Nous tenons & remercier B. Boulard, R. Honegger et J. Kohlmeyer pour les documents et les
indications qu'ils nous ont fait parvenir, ainsi que J. Asta, J. Cabioch, J.C. Leclerc et toute I'équipe du laboratoire de
Microbiologie Forestiere de 'TNRA 4 Nancy pour les riches discussions que nous avons eues avec eux sur ce sujet.
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TABLEAU Comparaison des associations mutualistes réalisées avec un partenaire fongique
par les microalgues (lichens) et les macroalgues (mycophycobioses).

LICHENS MYCOPHYCOBIOSES
unicelulaires ou filamenteux pluricellulaires et pseudoparenchymateux
stériles fertiles

PHOTOBIONTES Cyanophytes (Rhodophytes)
Chlorophytes Chlorophytes
(Chromophytes) Chromophytes
Ascomycétes Ascomycétes
(Basidiomycétes)

MYCOBIONTES (Zygomycétes)
inter- et parfois intracellulaires (sugoirs) intercellulaires stricts

HABITANT EXTERNE fongique algal

MILIEUX COLONISES terrestres ou subaquatiques zone intertidale
échange de polyols échange d’oses (?)

METABOLISME « échange réciproque de vitamines »
acides lichéniques ?

REPRODUCTION asexuée et conjointe sexuée et disjointe

(reproduction sexuée du champignon)

DISCUSSION

C. Van Haluwyn rappelle la définition de De Bary du terme symbiose, qui ne préjuge pas du bénéfice, réciproque ou
unilatéral, que tirent les partenaires de I'association. A la suite de cette remarque, le terme mutualisme a été utilisé dans 1a note
de M.-A. Selosse et F. Letacon pour éviter toute ambiguité. C. VanHaluwyn et M.A. Selosse reviennent ensuite sur le paralicle
entre acides lichéniques et phytoalexines : ces substances ont non seulement des fonctions communes (photoprotection, role
déterrent, régulation de la symbiose), mais également des structures proches (présence de cycles aromatiques dans les deux
cas). D'autre part, C. Van Haluwyn souligne que les acides lichéniques ressemblent beaucoup a certaines toxines fongiques : la
capacité de certains phytopathogénes a les synthétiser (Conover et al., Phytochemistry, 31, 2999-3001, 1992) est cohérente
avec les observations d'Ahmadjian, qui obtient ces substances & partir de cultures pures de certains mycobiontes (cas de
Xanthoria parietina). Enfin, B. Souchier s'interroge sur la légitimité de l'appellation "acide lichénique” - et I'on s'accorde sur
I'appellation "substance lichénique".

M.A.. Letrouit aborde ensuite le probléme de l'ancienneté des lichens, étonnée par les dates qui ont été données.
Certains auteurs font dériver les Ascomycétes de groupes d'Algues (comme les Rhodophytes : origine parafloridéenne
proposée par Chadefaud). L'ancienneté des algues autoriserait une origine plus précoce des Ascomycétes - en particulier, les
Ascomycetes lichénisés paraisssent, notamment par leur morphologie, 4 1a fois proches des algues et trés archaiques parmi les
autres Ascomycétes. M.-A. Selosse répond en signalant les travaux de Sherwood-Pike et Gray (Lethaia, 18, 1-20, 1985) qui
rapportent des fossiles du Silurien : mais ce témoignage reste isolé. Bien plus, c'est 1'absence de fossiles lichéniques avant le
Tertiaire (alors qu'on posséde des paléosols fossiles anciens) qui pose probléme. Le lichen dévonien de Taylor et al. (1995) a
cyanobactéries et mycobiontes non septés est trés différent des formes actuelles. Enfin, l'origine des champignons parait
actuellement & rechercher plus prés des animaux (Choanoflagellés) que des algues, exception faite du groupe trés particulier
des Oomycétes, proches des Chromophytes (Cavalier-Smith, in Evolutionnary Biology of the Fungi, Cambridge University
Press). L'ancienneté des lichens, quel que soit le mycobionte, reste un sujet ouvert, méme s'ils ne paraissent pas avoir été
déterminants dans la conquéte du milieu aérien.
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THALLUS FORMATION AND MORPHOGENESIS OF SELECTED ALPINE
CYANOBACTERIAL AND "GREEN" PELTIGERA SPECIES (PHOTOSYMBIODEMES)
IN LABORATORY CULTURE (RESYNTHESIS EXPERIMENTS, CULTURE OF
VEGETATIVE DIASPORES AND THALLUS FRAGMENTS).

Elfie STOCKER - WORGOTTER

University of Salzburg, Institute of Plant Physiology
A-5020 SALZBURG, Austria/Autriche

Abstract

The photosymbiodeme Peltigera leucophlebia was artificially resynthesized from its three bionts, the mycobiont, the
green photobiont and the cyanobiont.

After isolation, the mycobiont of P. leucophlebia was grown without contact to the photobionts in a2 medium containing
carbohydrates, soil extract and nitrogenous compounds.

The morphogenesis of the thalli and the cephalodia under laboratory conditions were investigated. The results indicate
that in many aspects the differentiation of the cephalodia resembled the formation of a young cyanobacterial thallus; in
laboratory culture the green parent thallus was colonized by fungus infected Nostoc during watering.

Further culture experiments were conducted with fragments of the related Peltigera aphthosa in laboratory and field
experiments. In both cases the formation of the initial stages occured very slowly. Small corticated green thalli without
cephalodia were formed after 6 months. The thalli grown in the field were more cup-shaped and a little larger than thalli
maintained in the laboratory. Thalli with cephalodia were first obtained after 12-24 months.

In another experiment juvenile Peltigera - praetextata - thalli redifferentiated from mature wound isidia on the margin
of adult cultivated thalli as well as grom isolated wound isidia. Furthermore it was shown that wound isidia were formed by
adult thalli without any hurting and that they function as vegetative diaspores for a more effective reproduction of the lichen.

INTRODUCTION

A very fascinating feature of mycobionts of the lichen genus Peltigera is the formation of morphologically nearly
uniform thalli with two not related genera of photobionts. Both procaryotic cyanobacteria and eucaryotic green algae are
lichenized and involved in a thallus forming process. This means that with both types of photobionts a foliose thallus is
formed.

Most of the alpine Peltigera species house cyanobacteria of the Nostoc type (e.g. Peltigera praetextata, P. horizontalis),
but a few species like P. aphthosa, P. venosa and P. leucophlebia have green thalli with Coccomyxa as the photobiont.

The green Peltigera species are examples of a triple symbiosis or in the modern terminology after Renner and Galloway
(1982), Ott (1988), Armaleo and Clerc (1991) a phyco- or photosymbiodeme. The definition of Renner and Galloway (1982)
includes both lichen species forming dimorphic thalli (e.g. Pseudocyphellaria, Sticta, Lobaria ) and also cephalodiate lichens
like the green Peltigera species. An overview of the distribution of cephalodiate lichens was given by James and Henssen
(1976). In 1978, Brodo and Richardson described also a green Peltigera forming two morphotypes, now given the name P.
britannica after the terminology of Tonsberg and Holtan-Hartwig (1983).

The fact that bacteria and cyanobacteria play an important role in the nitrogen metabolism of various plants had been
proved by a large number of studies (e.g. the Cycad-Nostoc, the Fabales-Rhizobium-, the Alnus-Frankia-symbiosis, etc.).

So the cephalodia of the alpine P.aphthosa had been studied first for physiological interest. All these investigations (¢.8.
Millbank and Kershaw, 1969; Hitch and Itch and Millbank, 1974; Englung 1977, 1978; Feige 1976 a, b; Rai ef al. 1980, Rai,
1988) confirmed that the cephalodia function as nitrogen fixing organs and that one adaptation of this function is expressed by
and increased number of heterocysts. As the nitrogenase-enzyme system is localized in a higher quantity of nitrogenous
compounds available for the lichen. This may allow the lichen to survive on a nutrient deficient substrate (Honegger, 1982)
and also to produce a high amount of biomass. It is well known that Peltigera and Nephroma species form very large thalli.

Encouraged by all these investigations and our successful resynthesis of Peltigera praetextata in 1991 we now tried to
cultivate the cephalodiate Peltigera leucophlebia from its isolated mycobiont and the two different photobionts Nostoc and
Coccomyxa (Stocker-Worgotter and Turk, 1994).

The first part of my talk today will draw your attention to the resynthesis of Peltigera leucophlebia. The second part
will show you very new results on the culture of fragments of Peltigera aphthosa and the last part will deal with the
regeneration of lobes and thalli of the cyanobacterial Peltigera praetextata from the so-called wound isidia.
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MATERIALS AND METHODS

Thalli with apothecia were collected in the Umbal- and Virgen-Valley, Eastern Tirol, Austria at 1500 m elevation. Fresh
and stored lichen material (at -23°C in the refrigeratoir) was used.

MYCOBIONT

Apothecia were cut off and washed in PBS (= phosphate buffered saline + Tween 80; Bubrick and Galun, 1986).
Additional washing was done under running tape water for one hour. For discharge of the spores the apothecia were fixed to
the top cover of a petridish containing BBM-Agar (2 %) and soil extract (Esser, 1976). Germinated spores or mycelia were
transferred to LBM (altered by Lallemant, 1985) and 0,25 g/l KNO3 (after Kershaw and Millbank, 1970). LBM and the
additional substances were sterilfiltrated and filled into petridishes. The mycobiont cultures were maintained in the culture
chamber at 20°C without light.

PHOTOBIONTS

Cyanobiont : the cyanobiont was isolated from fresh lichen material. Small Nostoc chains were scratched off the
cephalodia with a needle. Purification from bacteria was done after Boissiére ef al. (1987) on 2 % BBM-Agar and soil extract.
Green photobiont : Coccomyxa was isolated from small thallus fragments (Ahmadjian, 1973) and cultured on BBEM-Agar and
soil extract. The photobiont cultures were maintained at 20+2°C under a light-dark regime of 14:10 h. The proton flux intensity
was 60-100 mEm-2s-1.

RESYNTHESIS CULTURES

The resynthesis was conducted only on soil substrates. Soil from the habitat of the lichens was dried and sieved. 500 g
soil was soaked for 34 hours with 300 ml bidistilled water. The soil was distributed in glass petridishes (100x15 mm) and
autoclaved for 34 hours on two successive days.

The soil substrates were first inoculated with Nostoc from liquid BBM, beside Coccomyxa was placed. The two
photobionts were incubated together for 2-3 weeks. After this time span mycobiont spores and hyphal colonies from the
mycelia were added. Incubation of the resynthesis cultures occurred under similar conditions as the isolated photobionts. First
watering of the cultures was done after 6-7 weeks. Photographic methods are described in Stocker-Worgétter and Turk, (1990).

TISSUE CULTURE METHOD (altered, after Yamamoto 1990; see fig. 1)

Well developed thalli of Peltigera aphthosa were selected under a binocular microscope and cut into pieces of 0,5 cm?.
Afterwards these fragments were first washed with PBS (Bubrick and Galun, 1986) and later on in a vial with bidistilled water
for 2 hours. During this washing procedure the water was changed several times. Then the very clean fragments were again
suspended in sterile bidistilled water and gently treated in a homogenizer at 5000-10000 rpm for 15 seconds. Finally the
suspensions with the small fragments were filtered through a sieve with a mesh width of 500 mm.

1. Original thallus 2. Washing procedure 3. Homogenization

cut into pieces (magnetic stirrer)
<le1)
->» / >
sl (===
4, Fil_tration with 5. Selection of 6. Incubation
asieve fragments on soil

Figure 1 - Tissue Culture Method (altered, after Yamamoto 1990)
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CULTURE OF THE FRAGMENTS

First contamination-free Nostoc colonies, isolated from the cephalodia (see cyanobiont culture method above) were
transferred to sterile soil substrates (in petridishes and flowerpots) and incubated for three weeks. Then the sma]l "green"
segments were inoculated beside or on the cyanobacteria and maintained under similar culture conditions as described above
for the resynthesis cultures. .

The cultures in the flowerpots were exposed in the natural environment in one of the habitats of the lichen (Austria,
Carinthia, Rottensteiner Valley at 1300 m elevation).

RESULTS AND CONCLUSIONS
Pettigera leucophlebia

Mycobiont : Lets begin with a problem, it is very hard to get enough mycobiont material from green Peltigera species.
In our alpine valleys Peltigera aphthosa and Peltigera leucophlebia is rarely found with fruiting bodies and often the few
apothecia do not give enough spores. The contamination rate is mostly very high. When isolated without contamination (fig. 2;
2) the fungus grows very slowly; the average size of a mycelium was 0,5 to 2 mm after 3-4 months in culture. After one year I
had enough mycelial material for the resynthesis experiment.

Resynthesis (fig.2)

The fungus as spores or mycelia was transferred to a sterilized soil substrate and inoculated on a mixture of Nostoc and
Coccomyxa cells that had been maintained in culture for almost three weeks.

The first lichenized stages were formed after 4 months (fig. 2; 4). Green initiation stages differenciated directly on a
cyanobacterial laver now covering the soil substrate or emerged marginally from cyanobacterial lobules formed by the lichen
fungus with cyanobacteria. The fact that in our cultures green primordia differentiated from cyanobacterial lobules or a
cyanobacterial crust agrees very well with field observations of Brodo and Richardson (1978) with P. britannica and by Ott
(1988) with P. venosa.

In our cultures four different types of primordia were found (fig. 2; 4): pure cyanobacterial primordia, pure green
initiation stages. cyanobacterial lobules carrying green developments and also stages composed of a mixture of the fungus and
the two photobionts. The "composite” lobules disintegrated very soon, during the following 2 months. Perhaps they may be
interpreted as laboratory artefacts. Surprisingly also the cyanobacterial primordia did not develop beyond a homeomerous
thallus structure; they did not form heteromerous thalli known from cyanobacterial Peltigera species.

Now let's return to the next picture : initially the first green lichenized stages are globules; later on the globules
differentiate into more flattened and fingerlike primordia (fig. 2;5). The young prothalli as you can see on the picture are
products of merged neighbouring stages. So small joint lobules of different size developed (fig. 2; 5.6). Prothallus formation
occured after a similar pattern already found in former studies with the cyanobacterial Peltigera didactyla and Peltigera
praetextata.

By further growth and differentiation the juvenile thalli became more cup-and shell-shaped (fig. 2; 6).

Finally our cultures were dominated by well developed green thalli arising from a cyanobacterial layer. Corticated thalli
with an average size of 2-3 mm were obtained after 6-8 months in culture. After one year the largest thalli measured 5-7 mm.

After 14 months of cultivation (fig. 2; 7,8) the first cyanobacterial colonies were found on the upper side (within the cup
of the green thalli). Most of the cyanobacteria reached the thallus surface by watering and entered at that side of the cup where
it had been attached to the substrate. After the next desiccation of the cultures, Nostoc colonies were preferentially found in
slight depressions of the thallus surface. Such microforms of the thalli are very fitted to house a second symbiotic partner. The
green thalli seem to be colonized by the cyanobacteria after the thalli had differentiated small concavities (fig. 2; 7).

Microscopical examination showed that the Nostoc colonies, before they enter the cup had been almost infected by the
fungus outside. Mycobiont-free Nostoc chains were rarely present. In laboratory culture only the fungus infected Nostoc
became attached were rapidly and differentiated into cephalodia.

From these results we conclude that the fungus infected cyanobacteria may be interpreted as normal colonization stages
of a cyanobacterial thallus. From our point of view these stages colonize the depressions of the green thalli in the same way as
they would attach to any other substrate. Under laboratory conditions the cyanobacteria were not lichenized by hyphae
originating from the cortex of the green thally; they became attached to the parent thallus by hyphae belonging to the
cyanobacterial primordia. During attachment both primordial hyphae and nortical hyphae fuse. As long as the thalli were kept
wet, Nostoc colonies were released from the cephalodial primordia, obviously for the enlargement of the cyanobacterial
thallus. During the next desiccation phase the Nostoc filaments were integrated into the fungal network of the primordial
cephalodium or motile filaments may be a source for the develoment of a cephalodium in another concavity of the green
thallus.

It was found that the cephalodia follow a similar developmental sequence as a young cyanobacterial thallus. Finally the
growth of the cephalodia was stopped after the formation of a protective cortex. The growth of the cephalodia is probably also
restricted by nutrient deficient conditions on the green parent thallus. In the end, one green thallus carried many cephalodia
representing different cephalodial developmental stages.
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Figure 2 - Artificial resynthesis of the photosymbiodeme Peltigera leucophlebia (beginning)
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Figure 2 - Atificial resynthesis of the photosymbiodeme Peltigera leucophlebia (end)
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The increasement of the heterocyst frequency within the Nosfoc filaments may occur as a.second adaptaFion to its
function as a nitrogen fixing organ. The main factor influencing increasement of the heterocysts within the cephalodium is not
known. .

After 1 1/2 years in culture most of the obtained green thalli carried well developed cephalodia. It was found that after
the green thalli had a representive number of cephalodia their growth accelerated.

Culture of fragments of Peltigera aphthosa

In both cases (laboratory cultures, field cultures in the flowerpots) the de-novo-regeneration of the fragments into
primordia occured very slowly. As found in all former studies, the fragments first disintegrated in soredialike agglomerations
and afterwards new primordia were formed (fig. 3; 1,2).

After 3-4 months small thallus primordia had differentiated. The field cultures are always endangered to be overgrown
by mosses as is shown on the picture (fig. 3; 1). After 5-6 months in both laboratory and field cultures small prothalli were
present (fig. 3; 5,6).

Generally the sequence of development was very similar with the stages formed by resynthesis as shown before with
Peltigera leucophlebia.

After 8 months the stages in the field seem to be further developed than the thalli in the laboratory. In both cases the
young lobes are first found without cephalodia.

As reported before with Pelfigera leucophlebia the cyanobacteria entered the green thally by watering after an
incubation time of more or less 1 year. After further 2 months (12-14 months) many cephalodia can be found within the young
green thalli (fig. 3; 5). In the last figure (fig. 3; 6) of these series you can also see Nostoc filaments (hormogonia) that are relea-
sed by a developing cephalodium.

Peltigera praetextata

The last part of my talk will show you some details how Peltigera praetextata thalli are regenerated by the so-called
wound isidia.

In former investigations Lallemant and Savoye (1985) reported that thallus lobes often differentiated from these
structures, an observation that agrees very well with our studies. However, the opinion of these authors a are
mainly formed after cutting or wounding the thalli is in contrast to our findings. Our cultures show that these structures emerge
after the thalli had reached a minimal cm and an age of more than one year, independent on any wounding of the
thalli. From our point of view, the wound isidia are vegetative diaspores, additionally formed by the lichen for a more effective
reproduction. Two different reproductive strategies are also found by the related Peltigera didactyla.

My first experiments shall document the regeneration of small lobes at the margin of well established parent thalli.

On the following picture series you can see that at the beginning of development the "isidia" again transform into
soredialike primordia and that these developments directly differentiated into small lobules (fig. 4; 5). Furthermore I want to
indicate that the lobe development by wound isidia occured more rapidly than by resynthesis of spores and cyanobacteria. In
this case lobes of different size developed after 2 and 4 months (fig. 4; 6). Larger lobes were formed after a half and one year
(fig. 4; 7.,8).

The last figures will show you wound isidia having become free of the mother thallus (fig. 4; 1) - in this case - they
directly serve as vegetative diaspores (fig. 4;2). Juvenile thalli differentiated after 3-4 months (fig. 4; 3,4).

From these experiments it became obvious that Peltigera praetextata is reproduced not only secually by spores and
resynthesis with the cyanobiont, but also by their vegetative, isidioid diaspores. These two reproductive stratefies may give an
explanation for the frequent and wide distribution of Peltigera praetextata in our alpine valleys.
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