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INFLUENCE DU GOUDRON SUR LE DEVELOPPEMENT
DE CERTAINS CHAMPIGNONS. I. CLADOSPORIUM I1ER-
BARUM LINK. PHENOMENES MORPHOLOGIQUES.

La littérature scientifique est riche en publications con-
cernant Uinfluence de différents composés chimiques sur le
développement des plantes tout entiéres ou toul au moins
sur le comportement des cellules végétales en présence de
ces memes facleurs,

Parmi  les  composés  chimiques, employés  dépuis
longtemps par différents botanistes (Johansen, Nemec,
Z. Woyceicki et dautres), sont: Déther, le chlorophorme
et le chloralhydrate.

C’est surtout action nocive de ces composés sur la di-
vision cellulaire (caryocinese) chez différentes  especes de
plantes qui fut étudiée.

Les composés chimiques, que je viens de citer, ne ma-
nifestent qu’une légére action sur le comportement morpho-
logique des ¢éléments  cellulaires sur lesquels ils agissent;
leur action se réduil au terrain cytoplasmatique el nucléaire.

Tout autre caractere posscdent les recherches concer-
nant linfluence du groupe —SH sur le comportement de la
cellule animale vivante. Hammett (1929) a démontré que
le —SH constitue le stimulant essentiel de la division cellu-
laire. Hammett et Reimann (1929) ont constaté accé-
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lération de la cicatrisation des plaies chez les rats et chez
’lhomme sous l'influence du —SH.

Reimann (1930) a fait une série d’expériences avec
des rats et des souris, ayant traité les tissus d’une portion
de ces animaux avec une solution de 3°, de tiocrésyle dans
I'acool a 95°, et d’une autre portion avec la solution de
crésyle. Il a pu constater que les tissus épithéliaux des indi-
vidus, frottés avec le tiocrésyle, se sont épaissis deux, trois
et quatre fois en comparaison avec les mémes tissus, Llraités
de crésyle et les tissus non traités (de controle). L’épaississe-
ment du tissus épithélial fut occasionné par la prolifération
des cellules. Le nombre de figures de division est beaucoup
plus grand dans les tissus traités de tiocrésyle que dans les
tissus non traités de ce composé chimique. Dans les tissus
traités de tiocrésyle les cellules sont plus grandes, les fibres
plus longues et plus épaisses et les vaisseaux plus larges.
L’influence stimulatrice du groupe —SH est bien visible.

La question de la prolifération des cellules animales
sous l'influence du groupe —SH touche de pres la question
du cancer, obténu artificiellement par des applications du
goudron sur la peau d’un animal (rat ou lapin p. ex.). Dé-
puis Yamagiwa et Itchikawa (1914) qui les premiers
ont réussi a obtenir un cancer typique de la peau du lapin
par les badigeonnages répétés avec le goudron, le nombre de
travaux, concernant le cancer artificiel, va en augmentant. On
se posait toujours la question: quels composés chimiques dont
est combiné le goudron ont la propriété cancérigene. Ce
sont les trois savants anglais: Burrows, Hieger et Ken-
naway qui ont réussi a extraire du goudron une substance,
le 1:2:5:6 dibenzanthracene, douée de pouvoir cancérigene !).
Cette substance, appliquée sur la peau ou injectée sous la
peau d’un animal, provoque I'apparition d’un cancer épithé-
lial ou d’un cancer conjonctif.

On connait également les maladies cancéreuses dans le
monde végétal. Les causes de ces maladies paraissent étre
différentes. La mieux étudiée est la maladie appelée ,,Crown-
gall* ou galle du collet, répandue surtout en Amérique. Cette

1) Jai eu connaissance de cette découverte en lisant 'article de P. Nolf:
»De la nature du cancer”, publié¢ dans le Bull. de 'Acad. Roy. de Belgique 17,
1932. Nolf ne fournit pas de tate de cette découverte.



maladie est attribuée dépuis longtemps (E. Smith, 1912) a
une bactérie, le Bacterium tumefaciens. Les tumeurs, provo-
quées par cette bactérie, sont d’abord molles, mais plus tard
elles durcissent. Chaque tumeur est constituée de cellules
irrégulicres, disposées d’une facon caractéristique. Il y eu
tendances de comparer ces tumeurs végétales avec celles des
animaux supérieurs et de ’homme. Mais si on connait bien
a présent la cause essenlielle des tumeurs végétales (B. tu-
mefaciens), celle des tumeurs des animaux supérieurs n’a pu
jusqu’a présent étre établie. Dans les deux cas il s’agit de
prolifération et d’accroissement désordonnés de cellules sous
I'influence d’un stimulant quelconque. Cette prolifération est
accompagnée de modifications (perturbations) d’ordre cytolo-
gique et physico-chimique des ¢éléments en croissance.

Mais si on a pu provoquer la formation des tumeurs
artificielles chez les animaux supérieurs, on n’a fait jusqu’a
présent, 4 ma connaissance, aucune tentative de provoquer de
pareils phénomenes chez les végétaux par Papplication du
goudron.

IEn étudiant linfluence toxique de différents composés
chimiques sur les champignons deslructeurs du bois, j'ai pu
constater que parmi ces composés le goudron se distingue
par des propriétés particulieres. Obtenu par la distillation
de la houille, il est employé actuellement en une large me-
sure pour la préservation (impréguation) du bois de construc-
tion et des traverses contre les attaques de différentes especes
de champignons (Merulius, Coniophora, Poria, Lentinus et
d’autres).

Le goudron seul ou mélangé avec d’autres produits chi-
miques (chlorure de Zn, dinitrophénol p. ex.), constitue un
tres bon agent de conservalion des traverses. ;\upm'a\'anl
on employait pour Pimprégnation du bois le produit global
de la distillation, aujourd’hui le goudron, provenant de la di-
stillation, est fractionné en deux parties: huiles lourdes, ser-
vant pour la fabrication de I'huile de créosote (appelée comu-
nément goudron) et des produits légers, servant a la fabrica-
tion des maticres colorantes et des combustibles.

Ces huiles contiennent un ou plusieurs composés chimi-
ques non identifiés, doués d’un grand pouvoir toxique envers
les champignons. Ces composés sont volatils car ils peuvent
a distance tuer une culture de champignon, destructeur du
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bois ou d’une moisissure. L’action morbide du goudron se
traduit par larrét de la croissance des thalles, par le
changement de la couleur de ces derniers et finalement par
la mort plus ou moins rapide (suivant Uespice) du champignon
en culture. D’ailleurs Dhistoire plus détaillée de Pinfluence
du goudron sur le développement des Basidiomycetes, men-
tionnés plus haut, sera donnée par moi dans un travail spé-
cial. Dans cette note je veuy uniquement présenter quelques
détails sur les modifications morphologiques de Cladosporium
herbarum Link, champignon du groupe des Imparfaits, sous
Pinfluence du goudron. Ce champignon, trés commun, peut
vivre tantot en parasite, lantot en saprophyte. Comme para-
site il constitue 'agent de la maladie appelée ,noir des Cé-
réales, attaquant surtout le Blé pendant I'été humide. Le my-
célium abondamment cloisonné de ce parasite pénctre les feu-
illes, les glumes les épis el les grains. Ses fructifications peu-
vent se faire d’apre, deux formes: forme formodendron, quand
@’un petit stroma, renfermé a Pintéricur du tissu parasilé, sort
au dehors, par les stomates, des conidiophores portant des
chainettes de conidies (Pl XI fig. 11) et forme Dematium pul-
lulans quand la formation des conidies peut se faire sur toule
la longueur du mycélium (PL. XI fig. 10). Le méme cham-
pignon peutl vivre en saprophyte sur toule sorte de substra-
tums organiques. Il se laisse tres facilement cultiver en cul-
tures pures sur différents substratums synthéliques comme
p. ex. sur la gélose au bouillon de carotte et de pomme de
terre ou sur la gélose au mout de biere. En culture pure
le thalle de ce champignon, cullivé a partir de spores, est au
commencement de couleur grise a bordure claire, mais il de-
vient vite vert olive et noircit progressivement avec l'dge de
la culture

C’est un pur hasard qui m’a amené a étudier ce cham-
pignon. En vérifiant un jour les cultures de Coniophora cere-
bella, cullivées en présence d’une tablette de bois de pin,
imprégnée de goudron, j’ai trouvé avec surprise, sur le sub-
stratum gélosé, a proximité du thalle de ce champignon et
assez loin de ta tablette goudronée, un complexe enticrement
noir et conique, rappelant un tas de ccke. L’analyse microsco-
pique m’a permis de constater que ce complexe fut composé
@’éléments plus ou moins sphériques, liés entre eux et rappelant
vaguement des spores d’un myxomycete (Dydymium wvanthopus
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p. ex.). Ces c¢léments sont tellement serrés entre eux qu’il
est tres difficile de  définir leur grandeur et leur forme;
pour cela il faul examiner le bord méme du complexe ou les
¢léments particuliers se séparent plus facilement et sonl par
conséquant mieux visibles. Jai pu néanmoins constater que
ces ¢léments sont des cellules & membrane tres épaisse, stra-
tifice et colorée en brun foncé. L’épaisseur de cette mem-
brane empéche de voir la structure interne de la cellule. Jai
pu ¢également constater que les complexes cellulaires sont
enveloppés par une membrane commune trés épaisse et
composce de couches stratifices (Planche XI fig. 7).

Un pareil complexe est trés hygroscopique car mis dans
leau il labsorbe avidement. Toul a fait autrement se com-
porte un thalle normal du champignon en question: une goutte
d’eau, mise i sa surface, coule comme sur une plaque graissée
et pour lobserver aisement au microscope, dans une goutte
d’eau, il faut préalablement le traiter d’un peu d’alcool.

[analyse dont je viens présenter les resultats ne m’a
pas permis de déviner en présence de quel organisme je me
suis trouvé. Pour sortir de lincertitude, jai transplanté un
fragment de complexe sur le milicu frais, composé de gélose
au mout de bicre a 4%/,  Au bout de 24 h. jai pu constaler
que ce fragment a fourni une plaque circulaire de couleur gris-
verdatre, & bordure claire, composcée de myceliums enchevétrés
(Planche X fig. 4B) et formant des conidiospores, L’analyse plus
detaillée du champignon en question m’a mis en présence de
Cladosporium herbarum Link, Il devient clair qu’une conidio-
spore a du pénétrer par hasard pendant le montage de la cul-
ture de Coniophora et elle y a pris un développement anormal
sous l'influence du goudron, contenu dans la tablette de bois.

Ayant découvert l'agent de ce curieux phénomene, jai
monté tout de suite de nouvelles cultures pures avec les co-
nidiospores mnouvellement formées. Comme substratum j’ai
utilisé encore la gélose au mout de bicre a 4°/. Les cultures
furent divisées en trois groupes dont I'un constituait le groupe
témoin, les cultures du deuxitme groupe ont recu chacune,
tout de suite apres Pensemencement, quelques gouttes de gou-
dron, déposées dans le fond du bloque de la gélose et loin
de l'endroit ou furent piquées les conidiospores; les cullures
du troisicme groupe ont recu chacune quelques gouttes de
goudron mais seulement 48 heures aprés 'ensemencement de.
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spores et quand celles-ci ont déja fourni d’abondant mycé-
liums, formant un disque circulaire. Les résultats, au bout
de 72 heures, dépuis I'ensemencement de conidiospores, sont
tres différents dans les trois groupes de cultures. Les cul-
tures témoins présentent des disques mycéliens de couleur
gris-vergatre a bordure claire et mesurant environ 3 mm de
diametre. Ces disques sont plats el présentent des plis ra-
diaux et un plis circulaire, entourant le centre. Dans le
deuxieme groupe de cultures, dans lesquelles le goudron fut
introduit tout de suite aprés l'ensemencement de conidio-
spores, j'ai conslaté deux catégories de faits: une partie de
cultures ne présente aucun développement du champignon,
tandis que quelques cultures ont fourni au licu des disques
plats et circulaires, comme dans les cultures témoins, des
conglomérats noirs dont je viens de parler plus haut. Il est
bien entendu difficile de comprendre pourquoi dans certaines
cultures il se forme des conglomérats décrits plus haut, tan-
dis que les autres cultures ne donnent aucun signe de vie.
Les cultures du troisicme groupe présentent au bout du méme
temps et 24 heures apres Iintroduction du goudron, 'aspect
tout a fait différent. Tres vite, apres Pintroduction du goudron,
les plaques mycéliennes ternissent, se rétractent el leurs
bords s’enfoncent dans le substratum. Au bout de trois jours,
aprés lintroduction du goudron, les plaques mycéliennes se
soulévent, s’ouvrent dans le centre et il se forme progressi-
vement un anneau de couleur noire qui se remplit petit a
petit par les cellules proliférées.

Si on introduit Ihuile de goudron dans une culture igée
de plusieurs jours, (quand le thalle occupe toule la surface
du substratum), a la surface de celui-ci apparaissent de
nombreux points noirs, qui grossissent progressivement el
deviennent des complexes décrits plus haut (Pl X fig. 1).

Au cours de mes longues observalions j’ai pu établir
les faits suivants: Les cultures de Cladosporium, monlées sur
un substratum pauvre en subslances nutritives (gélose au
mout de biere a 0,5%,) ne donnent jamais, apres introduc-
tion du goudron, de phénomenes de prolifération des cellules
(complexes noirs). Les cellules mal nourries meurent tout
simplement asses vite sous l'influence de ce facteur. Quand
je dépose le goudron directement dans le fond du substratum
(gélose au moit de biére a 4°/), dans les tubes a essai, deux



cas peuvent se présenter: quand il y a de 'eau de condensa-
tion au fond du tube le goudron introduit tombe dans le fond
et il reste completement couvert par cette derniére; dans ce
cas la germination de spores et le développement du thalle
ne subissent qu’une légeére perturbation. Celui-ci pousse pres-
que normalement, sa couleur habiluclle ne change pas. Quand
I'eau de condensation est retirée avant I'introduction du goudron
et celui-ci est en contact avec 'air, 'évolution duchampignon
est dirigée vers la formation de complexes, décrits plus haut.
Il est donc clair que I'eau de condensalion arréte la substance
qui provoque la multiplication irréguliere des cellules.

Il se pose maintenant la question quelle est la nature
des corps (ou du corps) qui provoquent la prolifération des
cellules? Ces corps ne sont cerlainement pas toxiques car
ils ne tuent pas les cellules mais seulement ils agissent d’une
fagon mystérieuse sur leur état d’équilibre physiologique, pa-
reillement a ce qui a lieu dans les cancers d’animaux. Mais
jai pu constater également que tous les échantillons de
goudron que j'ai eu a ma disposition ne fournissent pas les
mémes résullals: certains échantillons n’impriment aucune
influence sur le développement du champignon; celui-ci pousse
aisément sur toute la surface du substratum sans changer ni
sa couleur normale ni sa forme; en présence des autres
échantillons le champignon meurt tout simplément asphyxié
par leurs produits volatils; en présence enfin des autres
échantillons le champignon se transforme en conglomérat,
décrit ci-dessus. Cela prouve que le corps (ou les corps),
provoquant la formation de ce dernier, n’existent pas dans
toutes les fractions du goudron, obtenues par la distillation
fractionnée de la maticre premiére, tirée de la houille. La ma-
jorité de composés conténant le soufre (Thiophene, Thioxéne,
Thiotolene, Sulfure de Carbone) se trouvent dans la fraction
légere du goudron dont le poids spec. est égal a 0,91 —0,95.
Mais comme la fraction en question n’est pas employée pour
Pimprégnation du bois (et dont je n’ai eu par conséquant ja-
mais d’échantillons) linfluence directe des composés chimi-
ques, énumérés ci-dessus, sur la production des conglomérats
doit étre écartée. On peut néanmoins admettre que pendant
la distillation certaines quantités de composés énumérés plus
haut et contenus dans la fraction légere peuvent passer dans
les fractions plus lourdes et provoquer la prolifération irré-



guliécre de cellulés du champignon. Autrement on ne pourrait
pas s’expliquer pourquoi certains  échantillons de la méme
fraction, mais provenant de différentes distilleries, provoquent
la formation de conglomérats et les autres n’en provoquent
pas.

Mais en présence du fait, que les proliférations irrégu-
lieres de cellules sont provoquées par un ou plusieurs com-
posés volatils, on se demande si elles sont vraiment provo-
quées par des composés contenant du soufre ou par d’aulres,
dépourvus de ce corps? Ce probleme, extrémement délicat
et hérissé de difficultés dordre technique, sera, je Pespere,
a force de patience, résolu positivement.

Observations vilales de la structure des cellules, consti-
tuant les complexes est, comme je viens de dire plus haut,
entierement impossible a cause de Pextreme grosseur de leurs
membranes qui masquent complétement la structure du pro-
toplasme. L’unique observation possible de ces cellules est
apres la fixation préalable du materiel et coloration d’apris les
méthodes cylologiquec courantes. Un essai préliminaire de
la fixation d’un fragment de complexe avec le mélange de
Nawachine et coloration avec 'hématoxyline ferrique m’a permi
de constater que chaque complexe est formé d’agglomération
de cellules enveloppées d’une grosse membrane et que ces
cellules sont & I'état de divisions aclives qui se passent en
différentes directions, tout i fait comme dans les lissus cancé-
reux ﬂ]]illlilux.

[’analyse chimique et lorigine de la grosse membrane,
le caractere de la division des cellules en prolifération, con.
stituant D'essence des questions touchant au problemes des
cancers, feront Pobjet d’une prochaine publication spéciale.

Les phénoménes de la prolifération irrégulicre des cel-
lules de Cladosporium posscedent, en présence des faits
annoncés par Hammett, Reimann, Burrows, IHieger, Kennc-
way et d’autres, bien des points communs avec les phénomenes
qui se passent pendant la formation des tissus cancéreux
chez les animaux. Mais il y a également une différence dans
le mode d’obtention de cancers arlificiels chez les animaux
et la prolifération cancéreuse de cellules de Cladosporium:
dans le premier cas on applique directement le goudron ou
ses extraits contre le tissu de Panimal et dans le deuxicme
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cas ce sont les substances volatiles seules qui suffisent pour
provoquer cette prolifération.

Je considere que cette découverte de Paction a distance
du goudron sur un organisme vivant, méme que ce soit un
champignon imparfait, doit conslituer une indication précieuse
dans les recherches sur le cancer.

Résumé.

[. Le goudron, obtenu par la distillation de la houille,
constitue un des meilleurs agents, employés dans la lutte
contre les champignons déstructeurs du bois.

2. Les différentes especes de champignons réagissent
de différentes manicres sur la présence du goudron: les uns
sonl lués dans un court délai, les autres arrétent leur déve-
loppement sans perdre leur vitalité et les autres enfin ne
réagissent que tres faiblement en conservant toujours leur
pouvoir de croissance normale,

3. Cladosporium herbarum se comporte d’une facon spé-
ciale en présence du goudron. Ses cellules qui, dans les con-
ditions normales, se divisent dans une seule direction en for-
mant des myceliums le long desquels il se forme les bou-
quets de conidiophores, portant des conidiospores ou des
spores isolées, se multiplient en présence du goudron dans
plusieurs direction en donnant des agglomérations de cellules,
autour desquelles il se forme une forte membrane stratifice.
La croissance de cette agglomération au lieu de se faire en
sens horisontal (comme dans la croissance sans goudron)
se fait en sens vertical toul pareillement comme dans la pro-
lifération des lissus cancéreux animaux. Il n’y a pas de for-
mation ni de myceliums ni de conidiospores.

4. La modification du plan de la multiplication des cel-

lules de Cladosporium se fait sous l'influence d’un ou de plu-
sieurs composés volatils non identifiés jusqua présent.
D’apres les recherches de Hammett et de Reimann ce sont
les composés chimiques, contenant le groupe —SH dans leur
structure qui constituent les stimulans essentiels de la mul-
tiplication plus forte des cellules animales. Burrows, Hie-
ger el Kannaway ont réussi a extraire du goudron une sub-
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stance a D’état pur: le 1:2:5:6 dibenzanthracéne qui provo-
que la croissance irréguliere des cellules animales.

5. La prolifération irrégulicre des cellules sous Pinflu-
ence du goudron a lieu seulement sur un substralum riche
en substance nutritive (gélose au moat de biere a 4°/,) et
elle est nulle sur un substratum pauvre en substances nutri-
tives (le mout de biere a 0,5%,).

Bibliographie.

1. Arnaud Gabriel et Madeleine. (1931) — Traité de Pathologie
végctale.  Encyclopédie mycologique. Paul Lechevalier et Fils, Paris.

2. Hammett F. S. (1929) The chemical stimulus essential for growth
by inerease in cell number. Protoplasma, 7, 297—322,
3. —_ (1931) — The proliferative reaction of the skin to
sulfhydryl and its biological significance, 13, 331-—347.
h Hammett F. S, and Reimann S. P. (1929) — Cell proliferation

response to sulfhydryl in mammals. Journ. Exp. Med. 50, 445 — 448.
5. Nolf P. (1931) — De la nature du Cancer. Bull. de la Classe des
Sciences de 'Académic r. de Belgique. 5 Série. 18, 1177 — 1203,

Explication des planches.
PLANCHE X.

Fig. 1. Culture de Coniophora cerebella (1) en présence d'un morcean
de bois imprégné de goudron (b). A eoté de Coniophora il y a
de mnombreaux points noirs fe) — ce sont des u;_;glmn{-r;dimls
de cellules, provenant de la modification des mycéliums normaux
de Cladosporium souns I'influence du goudron. Grandeur natur.

Développement d'une agglomération dans la boite de Petri, & partir

=
(3]

des spores et en présence du goudron. Grandeur natur.

Fig. 3. Développement d'une agglomération dans une éprouvette sur la gélose
au moit de biére i 4%, et en présence du goudron: (A) vu de face
et (B) vyu de profil. Grandeur natur,

Fig. 4 Cultures normales de Cladosporium sur gélose an moit de bitre
a 400, agée de 6 jours: (A} a partir de spores et (B] i partit d'un
fragment de conglomérat. Gandeur natur,

on

Fragment de conglomérat en préparation microscopique. Grossi env.
528 fois.

PLANCHE XL
Fig. 6. Fragment d'un autre conglomérat, sur lequel on distingue la grosse

membrane externe, enveloppant les cellules proliférées. Grossi env.
528 fois.



9.
10.
11.

Point (A} de la figure précédente grossi env. 2.300 fois. On voit
la stratification de la grosse membrane.

Coupe microtomique d'un fragment de conglomérat, présentant
des alvéoles formées par la grosse membraune, sous l'influence
du gondron, dans lesquelles se trouvent les cellules irrégulicres
en prolifération.  Grossi env. 220 [

Myeélinms en plein développement normal.  Grossi env. 528 I.
Filaments mycéliens formant des conidies. Grossi env. 528 lois.
I'ructifications normales de  Cladosporium  herbarum. Grossi ey,
220 fois.
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