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Détermination spécifique des armillaires par la méthode
des groupes de compatibilité sexuelle. Spécialisation
écologique des especes francaises

Jean-Jacques GUILLAUMIN & Suzanne BERTHELAY

IN.R.A., Station de Pathologie végérale, 12, Avenue du Brézet, F 63039 Clermoni-Ferrand Cedex
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68 isolats d’armillaire (dont 50 diplontes et 18 séries d’haplontes d’origine monobasidiosporée) ont été
déterminés par confrontation avec des testeurs haploides représentant les 5 espéces d’armillaires actuellement
connues en Europe.

Les résultats ont montré que les isolats appartenaient aux espéces D = Armillariella mellea s. str. (29 isolats),
C = A. ostoyae (16) E = A. bulbosa (15) et B (5). Il existe une spécialisation entre ces espéces, C étant
généralement rencontrée sur résineux ou elle peut étre saprophyte ou parasite, E étant Pespece la plus
fréquente dans les futaies de chéne ol elle se comporte comme un saprophyte pouvant évoluer en parasite de
faiblesse, et D étant la seule espéce présente en vergers et en vignoble, ou elle manifeste un pouvoir
pathogene élevé. Cette spécialisation semble étre de nature écologique et non parasitaire.

Les déterminations fondées sur la morphologie des carpophores et sur la compatibilité sexuelle ne sont pas
toujours totalement concordantes. Les bindbmes A. obscura Romagn. et A. polymyces Singer sont & mettre en
synonymie avec A. ostoyae = C. L’espéce B, dont c’est la premiére mention pour la France, présente des
carpophores trés semblables & ceux de E = A. bulbosa.

La validité¢ de la méthode et les critéres de la compatibilité sexuelle chez des armillaires font 'objet d’une
discussion. Certains caracteres morphologiques observés in vitro (notamment la forme des rhizomorphes)
semblent également avoir une valeur systématique.

SUMMARY

Honey-fungus,
Hymenomycetes,
Sexuality,
Taxonomy,
Speciation,
Fungal ecology.

Identification of Armillariella species by mating tests - Ecological specialization of french species

The researchers of the Finnish Forest Research Institute recently showed that the european strains of the
Armillariella mellea complex belong to five intersterile groups that can be considered as true linnean species.
On the basis of this result, we tried to classify the french Armillariella isolates by pairing with haploid testers
representing each of the five known curopean species.

The mcethod proved to be applicable for diploid isolates as well as for haploid ones. The results showed
that at lcast four species exist in France: species « D» = A. mellea s. str. (29 rccognized isolates),
«C» = A. ostoyae (16 isolates), « E » = A. bulbosa (15 isolates) and « B » (5 isolates). )
Some specialization exists among these species: « D » is the only Armillariella found in orchards and
vineyards, where it is highly pathogenic. « C » is very common in coniferous forests, where it can be cither
saprophytic (on resistant hosts such as the white Fir) or pathogenic (on susceptible ones such as spruces and
pines). « E » is the most common species in oak forests. It is ordinarily saprophytic, but can become parasitic
on trees weakened by various agents, as is presently the case in many oak forests in central France. The
behaviour of species B is, up to now, little known.

The specialization between species seems to be of an ecological, and not a parasitical, nature, since, in
artificial infections, the different species are able to attack some hosts on which they are not commonly met in
nature.

The validity of the method and the criteria of sexual compatibility and incompatibility are discussed. In some
cases, identifications obtained by this method and by observation of carpophore morphology did not entirely
coincide ; in particular, A. obscura Romagn. and A. polymyces Singer did not appear as distinct species, but
as simple forms of A. ostoyae Romagn. = species C. The method also permitted the classification of isolates
the carpophores of which presented atypical or intermediate morphologies.

It also seems possible to use for species identification some morphological characters of the isolates when
grown in vitro. Especially, the shape of young rhizomorphs allows distinction of a group B-E, having
cylindrical rhizomorphs, and a group C-D, showing ribbon-shaped strings.
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I. INTRODUCTION

Jusqu'en 1970, les armillaires pourvues d’un anneau ont
été considérées par la plupart des auteurs comme faisant
partic d’une espece unique dénommée Armillaria mellea par
QUELET, Clitocybe mellea par RICKEN, Armillariella mellea
par KARSTEN puis PATOUILLARD.

Toutefois, cette espéce était connue pour manifester une
tres grande variabilité, se traduisant aussi bien par le
polymorphisme de ses carpophores que par la variéié de ses
comportements biologiques, puisqu’elle peut, selon les cas,
se comporter comme un parasite primaire trés agressif, un
parasite de faiblesse, un saprophyte, voire un symbiote
endomycorhizien (KUsSANO, 1911). Certains auteurs, tels
CHILDS & ZELLER (1929) ou BECKER (1956) avaient
dailleurs mis en cause 'unicité de I'espéce mellea.

Dans deux publications parues en 1970 et 1973, le systé-
maticien ROMAGNESI distinguait, sur la seule base de la
morphologie des carpophores, 4 especes d’armillaires pour
la France.

En 1973-1974, HINTIKKA & KORHONEN ont montré
qu’A. mellea (au sens large) est hétérothallique et tétrapo-
laire et que le diplonte est constitué non pas par des
dicaryons (comme c’est le cas chez tous les autres Hyméno-
mycetes), mais par des noyaux diploides. Ces résultats ont
été ensuite confirmés par d’autres équipes (TOMMERUP &
BROADBENT, 1975 ; ULLRICH & ANDERSON, 1978). L’hété-
rothallisme a permis alors & KORHONEN de définir des
groupes de compatibilité sexuelle et donc de fonder le
démantelement de I'espece mellea sur des critéres biologi-
ques et non plus seulement morphologiques. Cet auteur a
¢t¢ amené a distinguer, pour le continent européen, 5 grou-
pes interstériles, dont 3 coincident d’ailleurs avec certaines
des divisions créées par ROMAGNESI :

— espece A

— espece B

— espéce C = A. ostoyae Romagn.

— espéce D = A. mellea Romagn. s. str.
— espece E = A. bulbosa (Barla) Romagn.
(KORHONEN, 1978)

En 1979, ANDERSON & ULLRICH, utilisant les mémes
méthodes que les auteurs finlandais, ont mis en évidence
existence aux Etats-Unis de 10 groupes de compatibilité
sexuelle, certains de ces groupes étant d’ailleurs partielle-
ment compatibles avec les espéces européennes B, C, D et
E (ANDERSON et al., 1980). Ces travaux posaient donc le
probléme d’éventuelles spécialisations (d’ordre phytopatho-
logique et/ou écologique) de ces espéces.

En 1978, KORHONEN notait que les 3 espéces existant en
Finlande (A, B et C) pouvaient toutes trois étre isolées de
souches mortes de résineux et de feuillus, mais que seule
Pespéce C se rencontrait sur de jeunes pins sylvestres
vivants. En 1978 également, LUNG montrait que I'espéce
A. ostoyae (= C sensu KORHONEN) est la seule armillaire
responsable de la « maladie du rond » du pin maritime dans
les Landes frangaises. Enfin, plusieurs isolats, dont
RYKOWSKI avait démontré le pouvoir pathogéne sur pin
sylvestre en Pologne, ont été déterminés par HINTIKKA
comme appartenant également a A. ostoyae (RYKOWSKI,
comm. pers.). Il semblait donc exister une liaison entre le
pouvoir pathogéne de l'armillaire sur les résineux et la
présence de I'espéce C = ostoyae. A contrario, dans tous les
cas, assez rares a vrai dire, ol nous avons pu observer
apparition des carpophores sur vigne ou sur rosacées

fruitieres, c’est Pespéce mellea s. str. (= D KORHONEN) qui
était impliquée. (GUILLAUMIN, non publi¢).

La détermination des espéces du « complexe mellea » par
la seule observation de la morphologie des carpophores se
heurte & de nombreux obstacles (limitation de la fructifica-
tion dans le temps, absence totale de fructification in situ
pour de nombreux isolats pathogénes, existence pour cha-
que espece d’écotypes divers et méme de formes intermé-
diaires entre les especes, enfin identité apparente de la
morphologic des carpophores des espéces B et E). LUNG et
al. (1980) ont proposé une méthode de détermination par
voie immunologique mais, pour l'instant, cette méthode ne
permet que la distinction entre espece D et les 4 autres
espéces européennes.

Nous avons, quant & nous, tenté d’utiliser a des fins de
détermination la méthode décrite par KORHONEN en 1978
(confrontation des isolats & des testeurs haploides apparte-
nant aux 5 especes européennes). La présente publication a
pour objet de décrire les résultats de ces confrontations et
d’en tirer certaines conclusions quant a la présence et au
comportement des différentes espéces d’armillaires dans
notre pays.

II. MATERIEL ET METHODES

A. Méthode

La méthode utilisée s’inspire du travail de KORHONEN
(1978). L’isolat a déterminer et la souche-test sont cultivés
en boites de Petri de 9 cm de diamétre, sur un milicu
contenant 2 p. 100 de malt et solidifié par 1,5 p. 100 de
gélose.

Les implants des 2 souches sont constitués par des cubes
de milieu gélosé de 2 mm de c6té prélevés sur la marge de
pré-cultures effectuées également sur malt a 2 p. 100 gélosé
a 1,5 p. 100. Ces implants ne contiennent que du mycélium
indifférenci¢, a Iexclusion de tout fragment de structure
agrégée. Ils sont placés cOte & cOte au centre de la boite.

Des essais préliminaires nous ont montré que la lecture
des résultats est rendue plus difficile si les implants sont
placés a quelque distance 'un de I'autre ou si les 2 souches
ne sont pas ensemencées en méme temps. L’emploi d’un
milieu moins concentré (0,5 p. 100 ou 1 p. 100 de malt)
rend également les observations moins faciles. Enfin,
I'interposition d’une feuille de cellophane entre le milieu et
les implants (destinée & augmenter le nombre des anastomo-
ses entre les 2 souches) ne semble pas apporter d’améliora-
tion.

B. Souches étudiées

Nous avons tout d’abord procédé a la détermination de
18 séries de souches haploides, chaque série étant représen-
tée par 2 souches. (Nous entendons par « série » 'ensemble
des souches d’origine monobasidiosporée — en principe
haploides — issues d’un carpophore unique ou de plusieurs
carpophores appartenant a la méme touffe.)

Les souches d’origine monobasidiosporée sont obtenues
selon la méthode suivante : une suspension de basidiospores
de concentration voisine de 5 spores par mm?® est réalisée
dans de I'eau stérile additionnée d’antibiotiques (pénicilline
100 ppM + streptomycine 100 ppM). A partir de cette
suspension, on effectue, & l'aide d’une pipette Pasteur
doublement effilée, un semis de microgouttes dans une
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boite de Petri, a la surface d’un milieu gélosé et malté
(1 p. 100) de faible épaisseur.

Chaque goutte contient généralement entre 1 et 4 spores.
Aprés une période d’incubation de 5 a 8 j, les germinations
sont repérées au fort grossissement de la loupe binoculaire.
On repique, a 'aide d’un microscalpel, les germinations qui
apparaissent soit uniques dans leur goutte, soit bien sépa-
rées les unes des autres quand une méme goutte contient
plusieurs spores germées.

Une seconde série de confrontations a porté sur une
cinquantaine d’isolats que nous considérons comme des
diplontes. Ces isolats ont été obtenus par 5 voies diffé-
rentes :

1) par culture polysperme (dépdt sur un milieu de culture
d’un grand nombre de basidiospores issues d’un carpophore
unique) ;

2) par bouturage du chapeau ou du stipe d’un carpo-
phore ;

3) a partir de la zone interne vivante (la « medulla »)
d’un rhizomorphe de type subterranea ;

4) a partir de mycélium poussant dans du bois mort ;

5) a partir de mycélium et de palmettes récoltés sur un
arbre vivant et dépérissant.

Le caractére parasitaire et pathogéne de Iisolat était
évident dans le cas n° 5. Dans les autres cas, nous avons
également considéré Iisolat comme pathogéne lorsque le
carpophore ou le rhizomorphe a partir duquel I'isolement
avait été effectué était issu d’un arbre malade (mais encore
vivant).

L'origine et le comportement (parasitaire ou non) des
isolats testés figurent sur les tableaux du chapitre « résul-
tats ».

La plupart des souches étudiées proviennent de la
mycothéque de la Station de Pathologie de Clermont-
Ferrand et ont été récoltées et isolées par I'un ou l'autre des
deux auteurs. Font toutefois exception 10 isolats ou séries
d’haplontes qui nous ont été aimablement fournis par
D. LAMOURE (Lyon) (4), B. LUNG (Bordeaux) (2), GROS-
CLAUDE (Bordeaux) (1), ROMAGNESI (Muséum Paris) (1),
Rykowski (Institut Forestier Varsovie) (2).

Pour les isolats, haploides ou diploides, qui sont issus
d’un carpophore et dont 'isolement est postérieur a 1973, il
avait déja pu étre procédé a une détermination fondée sur la
morphologie des carpophores et qui avait donné les résul-
tats suivants :

1) A Tintérieur du « complexe mellea » : A. mellea s. str.
(3 isolats ou séries d’haplontes), A. ostoyae Romagn.
(5 isolats ou séries), A. bulbosa (Barla) Romagn. (2 isolats
ou séries), A. obscura (Pers. ex Secr.) Romagn. (2 séries),
A. polymyces Singer (1 série). Enfin, 3 séries correspon-
daient a des carpophores présentant des morphologies
intermédiaires ou atypiques.

2) Hors du «complexe mellea» (armillaires sans
anneau) : Armillariella ectypa (Fr.) Singer (1 isolat) et
A. tabescens (Scop. ex. Fr.) Singer (1 isolat).

C. Testeurs

1. Détermination des haplontes

Nous avons utilis¢ comme testeurs 10 souches isolées,
déterminées et aimablement fournies par le Dr KORHONEN.

Les testeurs des 3 espéces A, B et C, sont d’origine
finlandaise. Les testeurs des especes D et E (qui n’existent
pas en Scandinavie) proviennent de récoltes effectuées par
ROMAGNESI dans la région parisienne.

Chaque série d’haplontes était, sauf exception, représen-
tée par 2 souches et chaque confrontation par 2 répétitions.
De plus, les testeurs (10) et les souches a déterminer (2)
faisaient également l'objet de cultures séparées, avec
2 répétitions. A lintéricur de chaque série, les haplontes
ont été choisis en fonction de leur morphologie. En effet, la
présence de rhizomorphes et de stromas crofiteux d’une
part, une croissance trop lente du mycélium indifférencié
d’autre part, sont des caractéres préjudiciables a la netteté
des observations.

Pour 5 séries dont la détermination posait des problcmes
particuliers, a cause de la morphologie des carpophores,
nous avons utilisé 14 testeurs au lieu de 10 (voir tabl. 2).

2. Détermination des diplontes

Nous avons modifié notre batterie de testeurs en adjoi-
gnant aux souches de KORHONEN certains des haplontes
déterminés au cours de l'essai précédent et issus de nos
propres isolements. Le choix de ces testeurs a été cffectué
selon les mémes critéres que le choix des souches haploides
des diverses séries : ont été ¢liminées autant que possible les
souches tr¢s rhizomorphogénes ou trés crustacées, ou
encore a croissance trop lente. 14 testeurs ont été retenus
(voir tabl. 3 a 7).

III. RESULTATS

A. Morphologie des confrontations

1. Confrontations entre haplontes

Nous avons considéré comme incompatibles les confron-
tations dans lesquelles :

1) on n’observe aucun mélange des 2 thalles, qui conti-
nuent a croitre cdte a cOte ('un des 2 thalles pouvant
d’ailleurs dans certains cas, inhiber la croisssance de
lautre) ;

2) a la limite des 2 thalles, il apparait, dans le milieu, une
ligne foncée, visible sur la face inférieure de la boite de Petri
(fig. 1). I s’agit d’'un simple dépdt de pigment, qui n’est
donc pas exactement assimilable a la structure appelée par
certains auteurs blackline ou pseudosclérote (LOPEZ-REAL,
1975), constituée d’articles mycéliens agrégés et rencontrée
aussi bien in vitro que dans la nature.

Sont considérées comme sexuellement compatibles, c’est-
a-dire appartenant a la méme espece, les haplontes dont la
confrontation s’accompagne des phénomeénes suivants :

(fig. 2)

1) mélange des 2 thalles, qui deviennent indiscernables
15 a 20 j aprés ensemencement ;

2) absence totale de ligne pigmentée ;

3) ralentissement de la croissance des 2 thalles, puis du
thalle commun. La périphéric de ce thalle commun a
croissance plus lente est constituée de mycélium indifféren-
cié ras poussant de facon irrégulicre ;

4) aprés 10 a 12 j, apparition d’un stroma croGiteux sur le
thalle commun (dans le cas ou aucun des 2 haplontes n’était
déja crustacé) ;

5) dans le méme délai, apparition de rhizomorphes (si les
2 haplontes étaient non rhizomorphogenes), ou exacerba-
tion du pouvoir rhizomorphogéne (si un haplonte ou les
deux étaient déja initiateurs de rhizomorphes).
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SF2.5 / KB3

Figure 1

Confrontation incompatible (recto et verso) (espéce Clespéce B).

Example of incompatible mating (species Clspecies B).

Figure 2

Confrontation compatible avec compatibilité compléte (espéce E).
Compatible mating with complete compatibility (species E).

Figure 3
Confrontation compatible avec réaction incompléte (espéce C).
Compatible mating with incomplete reaction (species C).

I1 est rare que ces S critéres de la compatibilité sexuelle
apparaissent en méme temps. Les conditions 1 et 2 (qui sont
simplement la manifestation de la communauté spécifique)
sont plus fréquemment remplies que les conditions 3, 4 et 5,
qui traduisent l'apparition de I'état diploide, avec ou sans
passage, selon les especes, par un stade dicaryotique fugace.
Nous avons noté comme positifs les cas ou étaient remplies
au moins deux des conditions de la compatibilité (fig. 3).

Ont été notées « douteuses » les confrontations ol une
seule des S conditions était remplie (par exemple, les cas ou
'on n’observe pas de ligne pigmentée de démarcation, mais
sans qu’il y ait pour autant fusion des thalles).

2. Confrontations entre haplontes et diplontes

Les critéres de la compatibilité et de I'incompatibilité
sexuelles sont les mémes que dans le cas précédent, les
critéres 4 et 5 de la compatibilité concernant seulement le
testeur haploide, puisque les diplontes sont, en général,
crustacés et rhizomorphogénes. Cette modification d’un
haplonte aprés anastomose avec un diplonte compatible
rappelle le « phénoméne de Buller » décrit chez les Hymé-
nomycétes a cycle « classique ». Mais les mécanismes de
base doivent étre différents puisque chez les armillaires, le
diplonte est diploide et non dicaryotique.

Les réactions de compatibilité sont, en régle générale,
moins nettes que quand il s’agit de confrontations entre
haplontes, le critére n° 2 (absence de ligne pigmentée) est
assez souvent le seul que I'observateur puisse prendre en
compte dans ce cas.

De plus, les phénoménes d’antagonisme prennent plus
d’importance dans le cas des confrontations entre haplontes
et diplontes, la croissance du diplonte étant assez fréquem-
ment inhibée par la présence de I'haplonte d’une autre
espece. Dans certains cas, il peut méme y avoir disparition
précoce du diplonte, en particulier quand les diplontes
des espéces B et E sont confrontés a des haplontes particu-
liérement compétitifs de I'espéce C (notamment la
souche SF2-9).

Les cas de disparition précoce du diplonte signalés dans
nos tableaux de résultats par le symbole O correspondent
donc en fait & I'incompatibilité.

B. Détermination des isolats

Les résultats des confrontations figurcnt dans les
tableaux 1 a 7.

Les tableaux la, 1b et 2 concernent les haplontes. Dans
les tableaux 1a et 1b sont regroupées les 13 séries détermi-
nées a 'aide de 10 testeurs, dans le tableau 2 les 5 séries ou
14 testeurs ont été utilisés.

Pour les diplontes, les résultats sont regroupés selon les
hétes d’ou sont issus les isolats (tabl. 3 : vigne ; 4 : arbres
fruitiers ; 5 : résineux ; 6 : chéne ; 7: divers).

C. Morphologie des diplontes sur malt a 2 p. 100 gélosé

Connaissant désormais la position taxonomique des iso-
lats, nous avons cherché a différencier les espéces d’aprés la
morphologie des thalles cultivés in vitro, dans des conditions
standardisées (milieu au malt a 2 p. 100, gélosé a 1,5 p. 100,
obscurité, température de 22 °C). Cette étude a été effec-
tuée sculement pour les diplontes ; pour les haplontes, la
trés grande variabilit¢ de la morphologie des souches a
liftérieur d’une méme série rendait 'étude quasi impossi-
ble, sinon avec I'aide de méthodes d’analyses multivariables
impliquant un traitement informatique des données.
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TABLEAU 1la
Détermination des séries d’haplontes (avec 10 testeurs)
Identification of haploid strains (with 10 test strains)
Désignation Pouvoir Réactions vis-a-vis des testeurs Conclusion
de la série Origine Hot pathogéne  Date  Nom des =
(mycothéque géographique ote sur isolements souches espéce A espéce B espéce C espéce D espéce E Détermination
Clermont-Fd) I’héte KA1KA2 KB2 KB3 KC3 KC4 KD1KD4 KE1 KE3  de la série
St-Victor Tilleul ™1 — — + + — — — — — B
T Montvianneix Tilia oui 1067 T1-12 — — + 4+ — — — — —
(Puy-de-Ddme) platyphyllos
Ennezat Saule Al — — — — — — + + —
A (Puy-de-D6éme) Salix sp. non 10/67 A2 — — — — — — — + — D
Volvic . X2 — - - — o — +
X (Puy-de-Dome) inconnu — 10/67 X8 — — — o _ + E
Aix-la-Fayette Sapin §$54 — — — — + + — — —
§ (Puy-de-Déme)  Abies pectinata on 10767 $3-23 — — — — + + — — — ¢
sur le sol au oui N3 — — — — — — - — + E
N Ceyssat voisinage de  au moins 10/67 N6 — — — — — — — — +
(Puy-de-Dome)  Calluna, Corylus  sur
Crataegus Corylus
. Ronce RT ——— — — — — — +
R (Plfs_ dA_‘g‘?I";f) Rubus mon 070 R2 — — — — — — — — + % E
y-de-Lome fruticosus prou
sur le sol au ITT d — d d4 d d + + d
LT Le Touque.t voisinage de non um LT2 d — d d d d d d d D
(Pas-de-Calais) Pinus maritima  PTOUV€ L - — — — — — + + —
" LT43 — — — — — — + + —
+ : compatibilité, — : incompatibilité, d : douteux.
TABLEAU 1b
Détermination des séries d’haplontes (avec 10 testeurs)
Identification of haploid strains (with 10 test strains)
Désignation Pouvoir Réactions vis-a-vis des testeurs Conclusion
de la série Origine Hét pathogéne  Date  Nom des =
(mycothéque géographique ote sur isolements souches espéce A espece B espéce C espéce D espece E Détermination
Clermont-Fd) I'héte KA1KA2 KB2 KB3 KC3 KC4 KD1KD4 KE1 KE3  de la série
Fournols Sapin SF2-5 — — — — + + — — —
SF (Puy-de-Déme)  Abies pectinaa "™ e Sppg — — — — o+ o+ — — — ¢
Caumont Canne non ccrrt — — — — — — + + —
ccre (Vaucluse) de Provence  prouvé 11778 CCP2 — — — — — — + — — D
St-Genés- inconn MB3 — — + + — — — __ _ B
MB Champanelle sur e S‘;l) — 1079 MB4 — — + 4+ — — — —
(Puy-de-DOme)
Nébouzat Epicéa non MOlI — — — — + + — — _
MO (Puy-de-D6me) Picea abies prouvé 10779 MO2 — — — — + + — — — ¢
St-Victor Hétre non H2 — — — — — — — — + E
H Montvianneix Fagus rouvé 10/79 H — — — — — — — — +
(Puy-de-D6me) silvatica p
Montesquicu Pécher . PM] - — — — — — + + —
PM (Pyrénées Orient.) Prunus persica oul 1779 PM2 — — — — — — + + — b

+ : compatibilité, —:

incompatibilité, d : douteux
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TABLEAU 8

Morphologie végérative des diplontes sur milieu malt 2 p. 100 gélosé
Morphology of the diploid strains on a malt agar medium

Groupes de

. Ni croiite
morphologie

ni rhizomorphes pas de crofite

Une croiite,
Des rhizomorphes, pas de rhizomorphes
ou seulement

Présence de croite et
de rhizomorphes développés
TOTAL

Espéces des ébauches Rhizormug;;r)ll;s( J;c)unes Rhizcl)i?grrizgiss j(e.zl;nes
B 1 3 4
C 1 6 3 10
D 2 1 20 23
E 2 7 9

1

(') Morphologie proche de type « subcorticalis » rencontré dans la nature.
(?) Morphologie proche du type « subterranea » rencontré dans la nature.

En ce qui concerne les 46 diplontes ayant fait I'objet
d’une détermination, les critéres qui nous sont apparus les
plus significatifs ont été: la présence ou l'absence d’une
crolite, la présence ou l'absence de rhizomorphes et la
forme, cylindrique ou rubanée, des rhizomorphes jeunes.
Le tableau 8 montre comment se répartissent, en fonction
de leur espéce et de leur morphologie, les 46 isolats
diploides que nous avons déterminés (Cette étude doit étre
considérée comme préliminaire. )

IV. DISCUSSION ET CONCLUSIONS

A. Discussion sur la méthode

1. Détermination des haplontes

La méthode utilisée a donné, dans tous les cas, des
résultats clairs : chacune des 18 séries d’haplontes détermi-
nées s’est avérée compatible avec une et une seule des
5 especes d’armillaires auxquelles elle a été confrontée.

Toutefois, les criteres que nous avons été amenés a
prendre en considération ne sont pas exactement ceux qui
sont décrits dans les publications d’HINTIKKA (1973) et de
KORHONEN (1978). Ces auteurs affirment que les haplontes
présentent toujours une morphologie cotonneuse et les
diplontes toujours une morphologie crustacée. Ils conside-
rent donc P'apparition d’une crolte sur une confrontation
entre 2 haplontes (ou bien I'extension de cette croiite du
diplonte a I’haplonte dans le cas d’une confrontation
haplonte-diplonte) comme le principal critére de la compati-
bilité¢ sexuelle. Or un assez grand nombre des haplontes sur
lesquels a porté notre étude étaient crustacés. (La propor-
tion de souches crustacées variant considérablement entre
les séries, de O p. 100 (ex.: séries PM, Rm, 75448) a
presque 100 p. 100 (ex. série CCP).) Il est certes possible
que tous nos isolements monobasidiosporés n’aient pas
donné des haplontes, soit a la suite d’erreurs de manipula-
tion de notre part, soit parce que certaines basidiospores
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auraient pu étre binucléées et porter 2 noyaux de pdles
complémentaires. Toutefois, nous estimons que ces « bavu-
res » ne peuvent pas porter sur plus de quelques p. 100 des
souches.

De plus, méme lorsque les 2 haplontes confrontés sont
cotonneux, il y a des cas ou il n’apparait pas de croiite bien
que la compatibilité soit évidente. En fait, les phénoménes
traduisant simplement une absence d’antagonisme résultant
de la communauté spécifique sont plus utilisables que ceux
qui sont liés a I'apparition d’'un mycélium diploide.

2. Détermination des diplontes

Les confrontations entre diplontes et haplontes donnent
généralement des résultats moins clairs que les confronta-
tions entre haplontes. La netteté¢ des observations dépend
des especes : les espéces C et E donnent généralement lieu
a des déterminations faciles. Par contre, I'espece D donne
parfois des résultats ambigus, dus surtout a des réactions
douteuses avec les testeurs de I'espéce E (2 noter qu’en
revanche, les diplontes de E montrent généralement de
claires réactions d’incompatibilité avec les haplontes de D).

Sur 50 isolats diploides soumis a détermination, nous
avons enregistré 2 échecs : il s’agissait de 2 isolats issus de
vigne qui apparaissaient compatibles aussi bien avec D
qu’avec E (mais clairement incompatibles avec A, B et C).
La morphologie de ces isolats in vitro (rhizomorphes
rubanés) et I'héte dont ils sont issus nous incitent a penser
qu’ils appartiennent a I'espéce D.

Le Dr KORHONEN a accepté de vérifier certaines de nos
déterminations, par la méme méthode, mais avec des
testeurs en partie différents. Ces vérifications ont porté sur
3 séries d’haplontes (T, LT et SF) et sur 9 diplontes (VB,
VP, PP, N, PCA, LAl, CN, NAGI et TP). Les résultats
obtenus par le Dr KORHONEN ont été les mémes que les
nbtres. Toutefois, il est parvenu a déterminer I'isolat VB
comme faisant partic de Vespece D = mellea s. str. alors
que nous avions échoué dans la détermination de cet isolat ;
en revanche, il considére comme douteuses ses détermina-
tions de CN et NAG1 (espéce E), alors que dans nos
propres confrontations, ces isolats ont été déterminés sans
ambiguité.
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B. Présence et role des différentes espéces d’armillaires
en France

1. Les espéces présentes en France

Nos déterminations ont permis de mettre en évidence la
présence en France de 4 espéces: D = A. mellea s. str.,
C = ostoyae, E = bulbosa et enfin 'espéce B sensu KORHO-
NEN (pour laquelle ROMAGNESI propose la dénomination
A. pseudobulbosa, comm. pers.). Les 3 premicres especes
semblent assez répandues dans notre pays, quant a
Pespéce B, donc c’est la premiére mention pour la France,
sa présence n’a été jusqu’ici détectée que dans le départe-
ment du Puy-de-DOme (en 2 localités distantes d’environ
50 km).

L’espéce A de KORHONEN n’était pas représentée dans
les isolats que mous avons déterminés. Toutefois, la pré-
sence de cette espéce a été signalée par ROMAGNES! dans la
région de Valenciennes (comm. pers.); les 5 especes
d’armillaires du complexe mellea définies par KORHONEN
pour I'Europe existeraient donc en France.

2. Relation entre groupes d’incompatibilité sexuelle et mor-
phologie des carpophores

Les souches qui avaient été¢ déterminées comme apparte-
nant a mellea s. sir. d’apres la morphologie de leurs
carpophores faisaient effectivement partie du groupe D. De
méme, les souches dont les carpophores présentaient la
morphologic « ostoyae » ont bicn été classées dans I'espéce

La situation était plus complexe pour les carpophores
présentant la morphologic « bulbosa » a laquelle peuvent
correspondre deux espéces différentes : B et E. Les 2 isolats
correspondant a des carpophores de cette morphologie que
nous avons cu a déterminer appartenaient a I'espéce B.

Les 2 isolats d’A. obscura (Pers. ex Secretan) Romagn.
que nous avons testés (et qui avaient ét¢ déterminés,
d’aprés la morphologie des carpophores, 'un par ROMA-
GNESI, lautre par MOSER & LAMOURE) ont montré tres
clairement leur appartenance & I’espece C. Si I'on pense que
Pespece est d’abord une communauté de reproduction, le
critére de compatibilité sexuelle doit primer sur les critéres
morphologiques, il faut donc considérer qu’obscura n’est
pas une espéce distincte, mais un simple écotype monta-
gnard d’ostoyae.

De méme, les souches déterminées comme appartenant a
A. polymyces (Pers.) Singer font, d’aprés nos essais, ¢gale-
ment partic d’A. ostoyae. Le statut d’A. polymyces est
dailleurs peu clair : selon certains auteurs (ROMAGNESI,
comm. pers.), ¢’était pour PERSOON un nom collectif ayant
la méme extension que mellea pour FRIES. Sclon d’autres
(WATLING 1979), polymyces serait a mecttre sur le méme
plan que les espéces mellea s. str., ostoyae, etc. En tout état
de cause, la suppression de ce bindme ne pourrait, a notre
avis, que clarifier la taxonomie des armillaires.

Quant aux 2 isolats qui avaient été déterminés comme
appartenant a des espéces d’armillaires ne faisant pas partie
du « complexe mellea » (A. ectypa et A. tabescens) ils ont,
comme il était prévisible, donné lieu a des réactions
négatives avec les testeurs des 5 especes.

Enfin, dans 3 cas, la morphologie des carpophores n’avait
pas permis une détermination précise : dans deux de ces cas,
la morphologie était intermédiaire entre ostoyae et bulbosa,
le 3¢ correspondait & un ostoyae assez atypique ; dans
chacun de ces 3 cas, notre méthode nous a permis de
conclure a l'espéce E = bulbosa. Il semble donc que les

carpophores de cette espéce puissent revétir, outre la
morphologie « classique » décrite par ROMAGNESI en 1973,
d’autres morphologies (dont certaines assez proches
d’ostoyae), correspondant peut-étre a des écotypes, de
méme que les morphologies « obscura » et « polymyces »
correspondent peut-étre a des écotypes d’ostoyae.

Il n’y a donc pas de relation stricte entre la morphologie
bulbosa et appartenance a P'espece E puisque, d’une part,
des carpophores « bulbosa » peuvent également appartenir
a lespéce B et que, d’autre part, I'espéce E peut étre
représentée par des carpophores présentant une morpholo-
gie différente. Cette remarque iflustre les limites de I'utilisa-
tion des critéres morphologiques dans la systématique des
champignons supérieurs.

3. Réle pathogéne des trois principales espéces

Les 3 espéces d’armillaire les plus fréquentes en France
manifestent une certaine spécialisation écologique.

— A. mellea s. str. est la seule espéce que nous ayons
rencontrée sur vigne et sur arbres fruitiers, hotes vis-a-vis
desquels elle se comporte comme un parasite primaire tres
agressif.

La réciproque de cette régle n’est pas vérifiée : mellea s.
str. peut étre rencontrée ailleurs qu’en vergers ct vignobles ;
ses carpophores sont, certaines années, récoltés en abon-
dance dans les foréts naturelles feuillues, notamment dans
la région parisienne. Son comportement en tant que para-
site sur les essences forestieres feuillues reste a étudier.

— A. ostoyae apparait liée aux résincux. Cette liaison
n’est pas stricte ; les mycologucs de terrain peuvent citer des
cas ou Pon rencontre soit ostoyae sur des feuillus, soit
d’autres armillaires qu’ostoyae sur résineux. Ces cas nous
apparaissent relativement rares. Nos déterminations confir-
ment qu'A. ostoyae est bien Uespéce qui est responsable des
dégats subis par le pin sylvestre en Pologne et le pin
maritime dans les Landes de Gascogne. Dans le Massif
Central, cette espece est extrémement répandue dans la
sapini¢re climacique. Vis-a-vis du sapin pectiné, A. ostoyae
se comporte généralement comme un organisme saprophyte
et épiphyte. Mais elle est capable de manifester un pouvoir
pathogéne plus élevé vis-a-vis d’espéces plus sensibles telles
que le sapin de Vancouver, I'épicéa de Sitka, ou méme
I’épicéa commun et le douglas.

— A. bulbosa semble étre 'espece prédominante dans
les chénaies. Les rhizomorphes « subterranea » d’armillaire
sont généralement présents en grande abondance dans la
lititre des futaies de chénes, ainsi qu’au voisinage des
racines. D’apres nos déterminations encore peu nombreuses
et ponctuelles, il s’agirait la plupart du temps d’A. bulbosa.
Cette espece jouerait vis-a-vis du chéne un peu le méme réle
quA. ostoyae vis-a-vis du sapin pectiné : dans les conditions
normales, elle se comporte comme une espéce saprophyte
et épiphyte. Mais elle peut évoluer vers le parasitisme sur
des arbres affaiblis par diverses causes (sécheresse, insectes
défoliateurs) : cette évolution, qui avait été décrite par
DAY dans les années 1926-29, se reproduit actuellement
dans plusieurs chénaies du Centre et du Sud-Ouest de la
France, la sécheresse de 1976 ayant sans doute été dans de
nombreux cas la cause premiére de l'affaiblissement des
arbres.

A. bulbosa nexiste pas que dans les chénaies; en
Auvergne, il semble que ce soit I'espéce la plus répandue
dans les formations ligneuses « ouvertes », par exemple les
landes & noisetier, et également dans les taillis de feuillus
d’esptces diverses.
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— Nous ne savons actuellement presque rien sur 'écolo-
gie de I'espéce B. 11 est toutefois acquis que cette espéce
peut étre pathogéne au moins vis-a-vis du tilleul, Tilia
platyphylios.

4. Hypotheses visant a expliquer la spécialisation des espéces
d’armillaires

Une premiere hypothese ferait intervenir une spécialisa-
tion parasitaire des espéces : les résineux seraient sensibles
a ostoyae, mais résistants a mellea s. str. et bulbosa, la vigne
et les rosacées fruitiéres sensibles seulement & mellea s. str.,
etc. Dans I'état actuel des connaissances, nous pensons que
cette hypothése ne peut pas €tre retenue, notre opinion
s’appuyant sur les faits suivants :

— Des feuillus poussant dans un écosystéme constitué
essenticllement de résineux, donc ou sévit A. ostoyae
peuvent trés bien étre attaqués par cette espéce : Iisolat BG
(A. ostoyae) a été isolé de Sarothamnus scoparius dépéris-
sants qui poussaient au milieu de pins maritimes également
attaqués par I'armillaire.

— A Tlinverse, l'isolat CJT (A. mellea s. str.) a été isolé
dans le Jardin Thuret d’Antibes, a partir d’'un Cupressus
poussant au milieu de feuillus dépérissants.

Dans un travail récent (GUILLAUMIN & PIERSON, 1978),
nous avons relaté l'inoculation de 4 espéces ligneuses
(2 arbres fruitiers, 1 Quercus et le sapin pectiné) avec 4
isolats d’armillaire dont nous savons aujourd’hui qu’ils
appartenaient pour 2 d’entre eux a mellea s. str., a bulbosa
pour le 3¢ et probablement a ostoyae pour le 4¢. Le résultat
de ces inoculations avait été une situation de type « horizon-
tal » au sens de VAN DER PLANK, les 2 isolats appartenant a
mellea s. str. s°étant avérés nettement plus agressifs que les 2
autres quel que soit I’hdte inoculé.

La spécialisation des espéces pourrait donc étre en grande
partic de nature écologique et non pas parasitaire. Par
exemple, A. bulbosa serait non pas inféodée aux chénes,
mais liée a I'écosystéme « chénaie ».

Dans cette hypothése, un role important pourrait étre
attribué aux rhizomorphes « subterranea » ; des résultats
récents tendent en effet & montrer que les rhizomorphes des
différentes espeéces d’armillaire manifestent des exigences
assez différentes pour leur initiation et leur croissance : en
particulier, les rhizomorphes d’A. bulbosa sont capables de
croitre trés activement a lair libre (en I'absence de sol)
pourvu qu’ils soient maintenus dans une atmosphére saturée
de vapcur d’cau (GUILLAUMIN & TSOUMOU-GAVOUKA,
résuitats non publiés). Placés dans les mémes conditions, les
rhizomorphes d’ostoyae et de mellea s. str. manifestent une
croissance limitée ou nulle, selon les isolats : il est possible
que la liticre de la chénaie permette la croissance des
rhizomorphes de bulbosa, mais pas celle d’autres espéces,
pourtant intrinséquement plus agressives que bulbosa, y
compris vis-a-vis des Quercus.

C. Morphologie des espéces A, B, C, D, en culture pure

JACQUES-FELIX (1977) a déja signalé I'existence de certai-
nes différences morphologiques entre les rhizomorphes
d’A. bulbosa d’une part, ccux du groupe mellea s.
str.lostoyae d’autre part. Cet auteur utilisait comme milieu
de culture une demi-orange surmontant une colonne d’eau.
Nous avons, quant a nous, comparé la morphologic des
isolats diploides sur malt 2 p. 100 gélosé (fig. 4). La forme
des rhizomorphes nous a également semblé étre le critére le
plus discriminant : le tableau 8 montre que, de ce point de

AA

mzul‘,n
5.9,

espice

Figure 4

Morphologie des 3 principales espéces d’Armillaire in vitro sur malt
2 p. 100.

Morphology of the 3 main species on a malt agar medium in Petri
dishes.

vue, les 4 especes étudiées se séparent clairement en 2
groupes : les espéces B et E ont des rhizomorphes jeunes
cylindriques, les espeéces C et D des rhizomorphes rubanés,
proches du type « subcorticalis » rencontré dans la nature.

La distinction entre C et D d’une part, B et E d’autre
part, est plus difficile. Les rhizomorphes de D sont généra-
lement nombreux, contournés, trés ramifiés, leur croissance
est rapide. L'espece C a des rhizomorphes plus rares (de
nombreux isolats n’initiant méme que des ébauches), moins
ramifiés, a croissance plus lente.

Les rhizomorphes cylindriques de Pespéce E sont linéai-
res et tres peu ramifiés, tandis que ceux des rares isolats de
B en notre possession sont ramifiés et contournés. Il n’est
pas encore possible d’affirmer que cette différence présente
un caractére général.

Sur d’autres milicux de culture, la morphologie peut étre
tres différente. En régle générale, les rhizomorphes ont
tendance a étre plus différenciés, c’est-a-dire plus cylindri-
ques, sur les milieux pauvres, quelle que soit par ailleurs la
position taxonomique des isolats (GUILLAUMIN, 1968).

D’autre part, le tableau 8 montre qu'a l'intéricur des 4
espeéces, on rencontre des isolats « déficients » n’initiant ni
croiite plectenchymateuse, ni rhizomorphes (pas méme
d’ébauches), et dont le caractére diploide est d’ailleurs sujet
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a caution. Sous cette forme « déficiente », les 4 espéces sont
morphologiquement indiscernables.

Regu le 7 janvier 1981.
Accepté le 5 aonr 1981.
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