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R E S U M E .  

-=-=-=-=-=- 

La biologie et la physiologie de la reproduction sexuée de 
Nectria galligena Bres. ont été étudiées in vitro sur les bases de 
l'écologie naturelle de ce parasite du pommier. Il est démontré que 
la fructification résulte de 1 l intervention simultanée, à leur valeur 
optimale, des 3 facteurs suivants : milieu nutritif, température et 
lumière. 

La recherche qualitative et quantitative des divers besoins 
nutritifs a conduit à l'élaboration d'un milieu synthétique, sur 
lequel se différencient de nombreux ascocarpes fertiles en 25 jours. 

Au cours de l'étude de l'influence des facteurs physiques, 
il a été démontré que la croissance et la reproduction sexuée dépen- 
dent d'intervalles thermiques différents. De plus, il existe une pé- 
riode de thermo-sensibilité optimale qui favorise la différenciation 
sexuée. 

Par ailleurs, la production des ascocarpes de Nectria - gal- 
ligena est un phénomène photo-induit. Par des irradiations de durée, 
de longueurs d'onde et d'énergie variables, la période de photo-sen- 
sibilité optimale a pu être précisée. A la suite d'une stimulation 
lumineuse induisant la reproduction sexuée, il a été extrait du my- 
célium jeune, un complexe chimique dénommé 11P3101' en raison de son 
maximum d'absorption à 310 nm. Ce complexe, après addition au milieu 
de culture de N. galligena, maintenu à l'obscurité et par suite stérile, 
restaure la fertilité. Il peut donc être substitué à l'action de la 
lumière pour permettre la différenciation sexuée, et notamment pour 
stimuler le développement de la phase sporophytique. Cependant dans 
ces conditions, les ascospores ne se forment pas et il convient pour les 
obtenir de donner aux cultures maintenues à l'obscurité, avec du P3]0 
dans le milieu, 24 heures d'éclairement au 25ème jour du cycle de dé- 
veloppement, éclairement normalement inefficace. Ces résultats suggèrent 
l'intervention d'un second photorécepteur. 
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La reproduction sexuée des  champignons s'accompagne de 

phénomènes biologiques au moins auss i  complexes que chez l e s  au t r e s  

groupes végétaux. Actuellement, l a  recherche  du déterminisme de ces  

processus pa r  la technique des  cultures pures  s e r t  de thème à de nombreux 

auteur S. 

De multiples fac teurs  entrent en jeu : facteurs  génétiques, 

facteurs  externes e t  internes du métabolisme. Mais, de plus en plus, le 

déclenchement des  processus de  sexualisation parait  t r ibutaire  de varia-  

tions de conditions physiques e t  nutritionnelles du milieu : TURIAN (1969) 

l e s  désigne comme des  "signaux de déclic d'origine externe". Leur  impor- 

tance,dans l a  nature, e s t  grande ; au Laboratoire,  la reproduction des  

conditions optimales de  sexualisation pose des  problèmes difficiles. 

Certains  faits i l lustrent  quelques aspects  par t icul iers  de 

ces  difficultés. Ainsi, p rès  de 50 années d'adaptation au milieu environnant 

ont été nécessa i r e s  pour qu'uncinula necator produise des  fructifications 

parfaites s u r  les  vignes françaises ,  a l o r s  qu'elles sont constantes sur  les  

Vitis amér ica ins  atteints d'oidium. Chez Nectria galligena B r e s . ,  une a s -  

cospore peut engendrer la forme asexuée Cylindrocarpon ma l i  (All. ) Wr. ; 

inversement,  une conidie d e s .  mal i  peut donner naissance au périthèce 

d e x .  galligena. Pourtant,  l es  conditions qui régissent ces  phénomènes sont 

bien dissemblables dans la nature et au Laboratoire.  Dans la  nature,  ces  

deux formes  de reproduction d'un même organisme se  manifestent à des 

époques différentes.  Cela e s t  en  relation avec le  fait que l 'orientation que 

peut prendre la  fructification d e s  Ascomycètes tantôt ve r s  l e  type sexué, 

tantôt ve r s  l e  type asexué, dépend en grande partie des  facteurs  externes 

e t  de leur  variation. 



Le présent  travail ,  consacré à l a  reproduction sexuée de 

ltAscomycète Nectria galligena B r e s . ,  a pour but de déterminer  in vitro 

l e s  facteurs physiques et  chimiques du milieu responsable de l'induction 

du phénomène sexuel chez ce parasi te .  Le choix d'un Ascomycète parasi te  

comme matér iel  d'étude e s t  source de difficultés supplémentaires d 'ex-  

périmentation c a r ,  chez les  Ascomycètes en  général et les  agents patho- 

gènes en particulier,  bien que les  conditions favorables à l a  croissance 

mycélienne et à l a  conidiogenèse soient généralement bien définies, cel les  

relatives à l 'obtention in vitro des formes  sexuées ne sont préc ises  que 

pour un nombre l imité d 'espèces et demeurent a léatoires  dans la  majori té  

des  cas .  

Dans c e  mémoire,  nous nous proposons successivement : 

- d'analyser l e s  principaux travaux relat i fs  au déterminisme de 

la  reproduction sexuée fongique, principalement des  Ascomycètes, afin 

d 'or ienter  nos propres  recherches ; 

- d'obtenir, par  l 'étude de la  biologie naturelle de 2. galligena 

B r e s .  et par la description de s a  morphogénèse dans des c o ~ d i t i o n s  cultu- 

r a l e s  simples,  les  bases  nécessa i res  à nos expériences ul tér ieures  ; 

- de découvrir ,  g râce  à l 'élaboration d'un milieu synthétique liquide, 

l e s  éléments nutritionnels favorables à l a  fructification parfaite ; 

- d'étudier l'influence de la tempéra ture  et  de la lumière s u r  l e  

déclenchement de l a  formation des pér i thèces ; 

- d'aborder un aspect particulier du métabolisme en mettant en 

évidence un composé chimique, le "P31 présent  dans le  mycélium sou- 

m i s  à l'influence de la lumière et susceptible de remplacer  l 'effet de cel le-  

c i  dans les processus de sexualisation. 
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Dès 1898, KLEBS préc i sa i t  toutes l e s  ra i sons  i n t e rnes ,  ex te rnes ,  

génétiques. . . susceptibles de provoquer  l a  fructif ication fongique. Nous 

nous sommes  i n t é r e s sé s  plus par t i cu l iè rement  aux conditions ex te rnes  

principalement nutr i t ives ,  the rmiques  e t  lumineuses  qui n ' induisent  la  r e  - 
production sexuée,  selon LACOSTE (1965), que dans  l a  m e s u r e  où el les 

sont simultanément maintenues à l e u r  valeur  optimale. La  déficience de 

l 'un  de ces  3 fac teurs  implique qu ' i l  devient l imitant  e t  en t ra îne  l ' inhibi-  

tion des  p roces sus  sexuels.  

Nous nous proposons d ' ana ly se r  l e s  données acquises  s u r  le  rôle ,  

dans  l a  reproduction sexuée,  d e s  3 é léments  suivants : 

- mil ieu nutritif ; 

- t empéra ture  ; 

- lumière .  

1 - REPRODUCTION SEXUEE ET MILIEU NUTRITIF. 

Le  milieu nutritif consti tue un fac teur  ex te rne  dé te rminan t  de l a  

reproduction sexuée au même  t i t r e  que l a  t empé ra tu r e  ou l a  l umiè re .  I l  

doit comprendre  l e s  éléments e s sen t i e l s  n é c e s s a i r e s  au  développement vé - 
gétatif e t  à l a  fructification puisque l a  différenciation sexuée dépend d 'un 

é ta t  de  c ro i ssance  préalable qui peut ê t r e ,  selon l e s  o rgan i smes  fongiques, 



plus ou moins important.  Mais l 'élaboration de constituants cel lulaires  

différents au cours  de ces  deux phénomènes, végétatif et  sexué, ,n1impli-  

que -t -elle pas des  exigences nutritionnelles spécifiques ? On peut pen- 

s e r  que les  facteurs  nutri t ifs induisant à l eu r  optimum ces  deux aspects  

de la différenciation fongique ne sont pas forcément identiques et  que 

selon les  définitions de KLEBS, les  conditions "larges" de la croissance 

mycélienne s'opposent, quantitativement e t  qualitativement, aux conditions 

"étroites" de la formation des  ascocarpes.  Aussi  l 'élaboration d'un mi -  

lieu synthétique impose la recherche d'un équilibre nutritionnel qui doit 

permettre  la formation d'un grand nombre de fructifications et une cro is -  

sance mycélienne harmonieuse,  . 
On étudiera donc l'influence particulière des  différents éléments 

minéraux, carbonés,  azotés,  vitaminiques ou aut res ,  constituant l e s  m i -  

lieux synthétiques favorables à la reproduction sexuée, après  avoir défi- 

ni l e s  milieux naturels  ou semi-synthétiques généralement uti l isés comme 

témoins lo r s  de ces  études. 

1 - Les milieux naturels  et semi-synthétiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Ces  milieux sont composés exclusivement ou en part ie  de 

produits naturels extrêmement var iés  : des  fragments  ou des ex t ra i t s  

d'origine végétale (tige - feuille. . . . pomme de t e r r e  - carotte. . . . ) r ep ré -  

sentant souvent l 'hôte pour l e s  champignons parasi tes ,  ou des substances 

i ssues  de la  transformation d'éléments naturels  (malt ,  hydrolysats de 

caséine.  . . ). Le milieu FQA. (Potato Dextrose Agar)  représente le type 

même du milieu semi-synthétique constitué en  partie de jus de pomme de 

t e r r e  de composition chimique imprécise  et  de 1 à 2 p. 100 de glucose. 

HOLMES (1970) étudie la  formation des périthèces de Ceratocystis ulmi 

su r  quelques 37 milieux de cette nature. 

Généralement gélosés et de composition chimique indéfinie 

e t  variable selon l e s  modes de  préparation, c e s  substrats  ne permettent 

pas de d iscerner  l'influence propre de  chacun de l eu r s  composants s u r  l a  
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reproduction sexuée. Néanmoins, ils constituent souvent le  milieu témoin 

sur  lequel la fructification parfaite s e  développe avec facilité. Parfois 

leur spécificité ou leur  analyse chimique oriente l 'élaboration du milieu 

synthétique. 

2 - Les  milieux synthétiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1) Eléments minéraux : 

La composition minérale  des  d ivers  milieux synthétiques 

repose ou dérive d'un certain nombre d'oeuvres pionnières r : I RAULIN (1870), 

MORQUER (1 936), STEINBERG (1941), RAPER (1952), NICHOLAS (1952), 

FRIES (1 956). . . que COCHRANE (1 958) et  LILLY (1965) ont réper tor iées  

dans une volumineuse bibliographie. 

L'examen de ces  d ivers  substrats  révèle l a  présence indis- 

pensable de phosphore, de magnésium, de soufre e t  de potassium e t  ces  m a -  

croéléments sont introduits dans les  milieux de culture à d e s  concentrations 

et sous des formes  s imilaires .  On note auss i  la  présence presque constante 

de f e r ,  de zinc, de manganèse, de cuivre parfois celle du molybdène, du bore 

et du calcium. La concentration et  le  rôle  de ces  composés ont souvent é té  

déterminés par  des  études relat ives  à l a  croissance mycélienne ou à la spo- 

rulation asexuée, plus r a r e s  sont l e s  travaux consacrés  à l 'action de ces  élé-  

ments sur  la reproduction sexuée. 

BARKSDALE (1 962) comparant le  développement végé- 

tatif et  la différenciation sexuée du Phycomycète : Achlya ambisexualis en 

fonction de la teneur du milieu en phosphore, magnésium, potassium, cal-  

cium, zinc et soufre ,  remarque la spécificité d'action du calcium, du po- 

tassium et du magnésium su r  l a  production des oogones. LENNEY et col. 

(1966) soulignent l ' importance des différents microéléments : f e r ,  zinc, 

cuivre, molybdène, calcium, qui agis  sent  simultanément s u r  la  croissance 

et  sur  l e  nombre d'oogones de Pythium graminicola.  



fructose e t  surtout le  glucose constituent des  sources de carbone t r è s  fa-  

vorable s pour Nectria %. (HANLIN, 1961), e t  &. l imoniispora (HAY MAN, 

1963). En  fait pour KOEHN (1971) la  stimulation de l a  reproduction sexuée 

par l e s  hexoses,  indépendamment de  leur  nature,  s 'explique par  leur  fa- 

cile inter -conver sion à par t i r  d'une forme enolique commune. 

Le rôle des  diholosides diffère, lui auss i ,  selon les  cham- 

pignons. Podosordaria leporina (KOEHN, 1971) ne fructifie pas su r  des  subs-  

t r a t s  contenant comme source de carbone : du saccharose,  du maltose ou du 

lactose tandis que divers ascomycètes décr i t s  par HAWKER e t  CHAUDHURI 

(1946) donnent des  ascocarpes s u r  de te ls  milieux. Ces  au teurs  signalent 

le rôle prépondérant du saccharose tout comme HALL (1 971) celui du ma l -  

tose su r  la fructification parfaite de Sordaria  fimicola. Le  lactose semble 

ê t r e  en général peu favorable. Le cellobiose, inversement au  mélibiose in- 

duit des  périthèces de Neurospora (WESTERGAARD e t  co l . ,  1947) mais  auss i  

les  oogones du Phycomycète Pythium 9. (CHILD et col. , 1969). 

Des polyosides, l 'amidon, e s t  sans  doute, la  source de 

carbone la  plus efficace, il induit la  reproduction sexuée de nombreux cham- 

pignons (P. leporina - Neurospora -C. variospora).  LACOSTE (1965) ob- 

tient des  périthèce s de divers  Leptosphaeria su r  cellulose. 

Divers t ravaux ont prouvé que, dans cer tains  cas ,  des  

lipides, des  alcools,  des acides organiques, des  protéines peuvent satisfai-  

r e  l e s  exigences en carbone des  champignons. En part icul ier ,  CURTIS 

(1969) me t  en évidence, en tant que sources de carbone, le  rôle de la  tyrosi-  

ne et  de la phénylalanine dans l'induction des périthèces de Nectria haema- 

tococca. 

Cette dern ière  expérience confirme que le pouvoir d'induc - 
tion sexuée ne peut ê t r e  rapporté à un seul type de composés carbonés.  Aussi 

la conclusion de COCHRANE (1958) attribua-nt aux oligo e t  polysaccharides 

un rôle  pr imordial  dans la reproduction sexuée, même  s i  elle e s t  corrobo-  

r é e  par  l e s  travaux de HAWKER (1939), de ROSS e t  BREMMER (1971), 

de KOEHN (1971), de HALL (1971), doit ê t r e  r é se rvée  à un cer tain nombre 



Chez l e s  Ascomycètes, KOEHN (197l),étudiant la forma-  

tion des périthèces de Podosordaria leporina note que le manganèse, l e  

zinc et  le magnésium, contrairement au f e r  et  au calcium, sont indispen- 

sables  à la formation d e s  ascocarpes et le  manganèse s e  révèle même  

nécessaire  à l a  croissance mycélienne. Pour LACOSTE (1965), s i  l a  sup- 

pression du f e r  dans le  milieu de culture n 'entraîne pas la s tér i l i té  des  

périthèces de Leptosphaeria & elle en diminue l e  nombre. BASU (1 951) 

considère l e  calcium comme un facteur essent iel  à la maturation des a s  - 
cocarpes de Chaetomium g h h u m  et même  comme un élément spécifique de 

l a  reproduction sexuée puisqu'il n'intervient pas dans l a  croissance mycé-  

lienne. Devant ces  fai ts ,  doit-on concevoir comme ARAGAKI (1964) que 

l a  reproduction sexuée ne requier t  pas d '  éléments particuliers mais  qu'une 

déficience ou un excès de nutrition minérale  peut la réduire ou l ' inhiber ? .  

Seulesdes expériences établissant l e s  besoins propres  de chaque champi- 

gnon peuvent préc iser  l e s  influences multiples des  éléments minéraux dans 

le  métabolisme fongique. A ce propos, LILLY (1965) a analyser le  ~ 8 1 e  

plastique, énergétique ou catalytique de chacun d'eux. 

2 )  Nature et  concentration des sources  de carbone : 

Il a été démontré que la nature de la  source carbonée 

peut influencer la reproduction sexuée des  champignons. 

Ainsi, l e s  pentoses sont diversement appréciés : le  xy- 

lose n'entraîne ni la fructification sexuée n i m ê m e  la  croissance végétative 

de Ceratocystis variospora (CAMPBELL, 1958) mais  il induit la formation 

des  ascocarpes de Podosordaria leporina (KOEHN, 1971). Chez ce dern ier  

contrairement à Sordaria  fimicola (HAWKER, 1939), l 'arabinose ne permet  

pas  la formation de péri thèces.  

L'action des hexoses (glucose - mannose - galactose - 

fructose) e s t  t r è s  variable : le  galactose ne peut donner naissance à la r e -  

production sexuée de Rosellinia limoniispora (HAYMAN, 1963) et  st imule 

t r è s  faiblement celle de  Neurospora (WESTERGAARD et col. 1947). Le 
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de  champignons.  In f i rmant  l ' i d ée  de  COCHRANE, WESTERGAARD e t  col .  

(1947), HANLIN ( 1 9 6 1 ) ~  HAYMAN (1963) cons idèren t  l a  grande efficacité 

d e s  hexoses  e t  en par t i cu l i e r  du glucose.  P o u r  HAWKER e t  CHAUDHURI 

(1946) - HAWKER (1947) - BRETZLOFF (1954), l ' e f f e t  inducteur d 'un c a r -  

bohydrate  pa r t i cu l i e r  e s t  l i é  à s a  v i t esse  d 'u t i l i sa t ion pa r  l e  champignon. 

P o u r  ê t r e  pa r t i cu l i è rement  favorable  à la  reproduct ion sexuée,  c e s  a u t e u r s  

p r éc i s en t  qu'un composé,  hydro lysé  à vi tesse  moyenne,  doit fourn i r  d e s  

produi ts  d 'hydrolyse  fac i l ement  phosphorylés, capab les  de  maintenir  pendant 

une longue pér iode un t aux  de ca rbone  optimal. Ce t te  conception basée  s u r  

la spéci f ic i té  d e s  potential i tés enzymatiques d e s  champignons rend compte 

d 'une  par t ,de  l a  t r è s  g rande  va r i é t é  d e s  sou rce s  de  carbone capable d ' i n -  

d u i r e  l e s  a s coca rpes  e t  d ' a u t r e  p a r t ,  e l le  souligne l ' impor tance  de l a  t eneu r  

e n  carbone dont la  va leur  s emb le  ê t r e  en fai t ,  bien plus que la  na tu re  de la 

s o u r c e  ca rbonée ,  r esponsab le  de  l a  fructif icat ion.  

On consta te  généra lement  que l e s  concentrat ions en c a r -  

bone favorab les  à la  c r o i s s a n c e  mycélienne e t  à l a  sporulat ion asexuée sont  

net tement  supé r i eu r e s ,  de  l ' o r d r e  de  10 p. 100 pour  l e s  hexoses  (HAWKER, 

1966), à ce l l e s  requ i ses  pour  l a  reproduction sexuée .  De plus pour obtenir  

l a  f ruct i f ica t ion parfa i te ,  l e s  concentrat ions op t imales  en  carbone var ien t  

se lon  l a  na tu r e  des  composés  ca rbonés .  Ainsi  pour  HAWKER (1939) l e s  h e -  

x o s e s  (g lucose  e t  f ruc tose )  sont  inhibiteurs à d e s  taux plus faibles que ceux  

d e s  ca rbohydra tes  complexes  ( s accha rose ) .  Mais  HANLIN (1 96 1)  expose d e s  

r é su l t a t s  i nve r  s e s .  Hormi s  c e s  considéra t ions ,  on peut m e t t r e  en évidence,  

se lon  l a  concentrat ion du mi l i eu  en  source  ca rbonée ,  deux ca tégor ies  d e  

champignons : l e s  uns produisant  un maximum d e  pér i thèces  à des  taux e n  

ca rbone  re la t ivement  fa ib les ,  l e s  a u t r e s  capables  de  f ruc t i f i e r  à d e s  t eneu r s  

é levées .  

Dans l e  p r e m i e r  c a s ,  HAWKER (1939-1951), HAWKER e t  

CHAUDHURI (1 946) t rouvent  qu'une augmentation d e  l a  concentrat ion en 

s u c r e  provoque une diminution du nombre  d e  pé r i t hèce s  chez d ive r s  py ré -  

nomycè tes .  BRETZLOFF  (1 954) repor te  que S o r d a r i a  fimicolla f ruct i f ie  plus 

rap idement  e t  plus abondamment  à de  fa ibles  t e n e u r s  en  hydra tes  de  c a r -  

bone,  il note pa r  exemple  que l e s  hexoses  ag i s s en t  de  façon favorable  à 



0,  5 p. 100 e t  inhibitr ice à 2 p. 100. C e s  di f férents  a u t e u r s  emploient d e s  

t eneu r s  en  s u c r e  va r ian t  de 0, 5 à 1 p. 100. LEBBE (1968) é c r i t  qu ' i l  con- 

vient d ' u t i l i s e r  des  concentra t ions  en carbone du m ê m e  o r d r e  pour induire  

l e s  pé r i thèces  de Leptosphaer ia  typhae. ROSS e t  BREMMER (1971) r e m a r -  

quent de  façon s im i l a i r e  que d e s  taux en  s u c r e  s u p e r i e u r s  à 1 p. 100 r é -  

duisent  l e  nombre  de  pér i thèces  d e  Venturia inaequal is .  C e s  d ive r s  t r avaux  

appuient l ' i dée  émi se  pa r  KLEBS (1898) se lon laquel le  d e s  conditions de  

nutr i t ion r e s t r e in t e s  favor isent  la reproduct ion sexuée.  

C e s  résu l t a t s  sont en contradict ion avec  ceux de HANLIN 

(1961). Ce t  auteur observe  que d e s  concentrat ions c r o i s s a n t e s  en glucose,  

ma l t o se ,  f ruc tose ,  élèvent l e  nombre  de pér i thèces  de  Nec t r i a  gliocladioi'des 

e t  sont optimales à 2 p. 100. Selon lui  des  conditions de  haute nutri t ion 

p,our ce t  organisme sont favorab les  s imul tanément  à l a  c ro i s s ance  végéta-  

t ive,  à l a  formation de s  conidies e t  d e s  a s coca rpes .  WESTERGAARD e t  

col .  (19471, HAYMAN (1963), CAMPBELL (1958) conf i rment  l e s  vues de 

HANLIN e t  emploient d e s  t eneu r s  en s u c r e  égales  ou supé r i eu r e s  à 2 p. 100 

pour s t imu le r  au  maximum l a  fo rmat ion  d e s  pé r i t hèce s  d e  Neurospora ,  d e  

R.  l imoni ispora  e t  d e C .  va r i o spo ra .  C e s  di f férentes  ana ly se s  ne permet ten t  - 
p a s  d ' env i sager  l ' emplo i  d'un composé  carboné quil en  fonction de s a  na tu r e  

e t  de  s a  concentrat ion,  induira i t  infai l l iblement la reproduct ion sexuée d e  

nombreux  champignons. 

L ' e x t r ê m e  var iab i l i t é  d e s  r é su l t a t s  exp r ime  la  s ingu la r i -  

t é  du métabol isme sexué de  chaque champignon l i é e  à d e s  potential i tés enzy-  

mat iques  pa r t i cu l i è res .  Enfin, c e s  données ne  t iennent p a s  compte d e  la 

s o u r c e  d 'azote  ajoutée conjointement à cel le  de  ca rbone .  

3) Nature  e t  concentra t ion d e s  s o u r c e s  d ' a zo t e  : 

E n  admet tant  avec  HAWKER (1 966) que l e s  champignons 

n ' a s  s imi len t  pas l ' a zo t e  a tmosphér ique ,  on dist ingue a l o r s  3 types de  sou rce  

azo tée  : ni t r ique,  ammoniaca l  e t  organique) que l e s  o rgan i smes  fongiques m é  - 

tabolisent  plus ou moins  spécif iquement.  



L 'azo t e  n i t r ique fourn i  p a r  l e  n i t ra te  d e  po tass ium r e p r é -  

sente  la  s o u r c e  azo tée  la  plus sa t i s fa i san te  pour la fo rmat ion  d e s  pér i thè-  

c e s  de Neurospora  (wESTERGAARD e t  c o l . ,  1947). CAMPBELL (1958) dé -  

c r i t  l e  n i t r a t e  de ca lc ium comme  l ' é l émen t  azoté inorganique l e  plus favo- 

rab le  à l a  reproduct ion sexuée d e C .  va r iospora .  HIX e t  col.  (1964) trouvent 

que l ' azo te  m i n é r a l  ini t ie  fa ib lement  l e s  a s coca rpes  d lHypomyces  solani  

f .  cucurbi tae  e t  d e s  pyrénomycètes  en généra l .  - 

L'ut i l i sa t ion d e  l ' i on  ammonium pa r  l e s  champignons rend 

l e s  mi l ieux de  cul ture  beaucoup plus  a c ide s  (LILLY e t  col .  , 1951) provo- 

quant a i n s i  une réduction parfois  totale de  l a  fructif icat ion parfa i te .  C ' e s t  

pourquoi, c e r t a i n s  au t eu r s  (ROSS e t  HAMLIN, 1965), confondant c e s  2 phé- 

nomènes ,  concluent à l a  non-métabolisat ion e t  au  faible pouvoir inducteur 

de l ' azo te  ammoniaca l .  Contrôlant  r igoureusement  l e  pH du mil ieu ,  ROSS 

e t  BREMMER ( 1  971) ont pu é tab l i r  que seu le  l 'addit ion du  carbonate  de ca l -  

c ium ou d ' u n  tampon rendait  l e s  s e l s  d ' ammonium ( ch lo ru r e ,  sulfate,  phos- 

phate et  t a r t r a t e )  eff icaces pour l a  fructif icat ion sexuée de  Venturia inaequa- 

lis. Dans ce t t e  expér ience ,  l ' oxa la te  d ' ammonium ou l e  carbonate  d ' a m m o -  - 

nium,  i nco rpo ré s  seu l s , sans  ca rbona te  de  calcium,consti tuaient  d 'excel lentes  

sou rce s  d ' a zo t e  e t  maintenaient  l e  pH à une valeur constante .  

L e s  ac ides  a m i n é s  représen ten t  l a  s o u r c e  essent ie l le  d ' a -  

zote organique.  De nombreux t r avaux  tentent  d ' a cco rde r  à un acide  aminé 

ou à un groupe d ' ac ides  aminés  un rôle  p r imord i a l  dans  l ' induction sexuée.  

L e s  expér iences  de  WESTERGAARD et  col .  (1947), de  CAMPBELL (2958), , 

de CHILD e t  col.  (1969), de WESTE (1970) de  KOEHN (1971) des t inées  à 

étudier  l a  reproduct ion sexuée d e  Neurospora ,Geratocyst is  va.riospora, de 

Pythium SJ. , Ophiobolus g r amin i s  e t  Podosordar ia  lepor ina  dénotent l ' i m -  

por tance  d e s  ac ides  aspar t ique e t  glutamique,  m a i s  su r tou t  de  l ' a sparag ine .  

D 'au t re  p a r t ,  HIX e t  col.  (1964), McONIE e t  col. (1966), ROSS e t  BREMMER 

(1 971), L E A L  e t  col.  (1967) CHILD e t  col .  (1969) démont ren t  l ' inefficacité 

de  l a  l e i c i n e  de l a  thréonine,  d e  l a  cys té ine  e t  de l a  méthionine s u r  l e s  phé- 

nomènessexués  e t  m ê m e  parfois  s u r  la  c ro i s s ance  d e s  Ascomycè tes  : Hypomy- 

c e s  s olani ,  f. cucurbi tae ,  Gnomonia f ruct icola ,  Ventur i a  inaequal is  e t  d e s  - 
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Phycomycètes : Phytophtora sp. , Pythiumsp.  C e s  résultats ne doivent 

pas faire  ignorer la spécificité de la  réponse fongique vis à vis de cer tains  

acides aminés. Ainsi l'induction des périthèces de Penicillium vermicula-  

turn Dangeard, par  la leucine, l 'histidine e t  le  tryptophane (BHATTACHA- - 
RYYA et col., '1962), ceux de Nectria haematoccoca par la tyrosine et la  

phénylalanine (CURTIS, 1969) figure le métabolisme particulier de chaque 

champignon. 

On peut interpréter  l 'effet t r è s  favorable des milieux 

naturels  sur la reproduction sexuée au fait qu' i ls  contiennent non pas un 

seul  mais  de nombreux acides aminés.  McONIE e t  SNYDER (1 966) révèlent 

l 'action bénéfique d'un ensemble d'amino-acides ; ainsi  l 'association de 

l 'histidine, de la valine et  de l 'alanine bien plus que leur incorporation - 

isolée engendre une fructification t r è s  importante de Gnomonia fructicola . 
L'effet synergique e s t  plus remarquable encore avec la thréonine et la  

leucine qui, totalement inefficaces isolément, augmentent de façon consi- 

dérable  l'effet. inducteur sexué de la proline et  de l ' isoleucine. 

TOUSSOUN (1962) constate que les  différents i somères  

(L-D ou DL) de l ' isoleucine affectent différemment la formation des a sco -  

carpes  d'Hypomyces solani f .  sp. cucurbitae r a c e  2 ,  tandis que ROSS e t  

BREMMER (1971) ne voient pas en l ' i somér ie  de la  leucine un facteur responsa 

ble de l'inefficacité de cet  amino-acide s u r  la  fructification de L i n a e q u a l i s .  

Selon LILLY (1965) la plupart des  champignons étudiés 

appartiennent à la c l a s se  III définie par ROBBINS (1 937) qui regroupe l e s  

champignons capables d 'ass imi ler  l 'azote ammoniacal et l 'azote organique. 

On peut penser que les  organismes fongiques exigeant, 

pour l 'élaboration de l eu r s  protéines, un acide aminé ou un groupe d 'acides 

aminés ,  indépendamment de toute autre  source  azotée,  sont déficients dans 

l a  synthèse de ces  composés. Ceux qui utilisent l 'azote minéra l  possèdent 

pa r  suite des capacités enzymatiques et  métaboliques plus élevées.  



D'une manière  générale,  il n 'exis te  pas de source azotée 

propre  de la  reproduction sexuée. Seul le  nombre des  fructifications ob- 

se rvées  e t  la  précocité de  leur  apparition permettent d 'établir  une h i é r a r -  

chie dans l 'utilisation des  composés azotés. Le rôle prépondérant des 

acides aspartique et  glutamique, de l 'asparagine, réside dans l e  fait qu' i ls  

s e  situent à des  car refours  métaboliques communs à tous les  champignons. 

Les  concentrations dl azote inhibant la reproduction sexuée 

et  la  croissance mycélienne sont sensiblement identiques. Des teneurs t rop  

élevées en azote diminuent la fructification parfaite en provoquant souvent 

l 'accumulation de produits métaboliques toxiques (HAWKER, 1966). Les  

recherches de HIRSCH (1954) s u r  Neurospora c r a s s a  et  celles déjà citées 

de ROSS et BREMMER (1971). de McONIE e t  SNYDER (1966). . . . prouvent 

unanimement la valeur s t imulatr ice des faibles concentrations d'azote . 
Si l a  teneur désirable en azote dans le milieu de culture,  dépend de la  na-  

t u r e  du composé azoté e t  du champignon, elle semble auss i  var ie r  propor - 
tionnellement avec l a  concentration en carbone. A cet égard, on remarque  

que LACOSTE (1965) pour d iverses  espèces de Leptosphaeria e t  ROSS e t  

BREMMER (1971) pour inaequalis jugent optimales l e s  quantités de 50 - 
60 mg d'azote pour 2 g. de carbone par l i t r e  de milieu, HIX-BAKER (1964) 

ce l les  de 200 mg d'azote pour 6 g.  de carbone par  l i t re .  La reproduction 

sexuée réc lame peut ê t r e  plus un équilibre en t re  l e s  concentrations d'azote 

e t  de carbone qu'une nature et  une teneur par t icul ière  de ces  composés. 

4) Le rapport  carbone-azote = C/N : 

Si l'influence du rapport  C/N s u r  la  croissance végéta- 

t ive et  la pycnidiogenèse a été t r è s  étudiée, il n'en va pas de même pour 

l e s  phénomènes sexués. Les  travaux de DAS GUPTA et NANDI (1 957), 

de WESTE e t  THROWER (1963) révèlent qu'à une concentration donnée 

d'azote correspond une concentration particulière de carbone favorable 

à la reproduction sexuée de Penicillium vermiculatum D. ou d'Ophiobolus 

graminis .  P a r  exemple, la formation des pér i thèces d'O, graminis es t  



importante pour des teneurs  en asparagine de  0 , 2  e t  0 , 4  p. 100 à condition 

que l e  taux de glucose égale respectivement 1 et  2 p. 100. La  proportion 

optimale des  quantités de carbone et d 'azote fournies par  d ivers  composés 

carbonés ou azotés ou rapport  C /N varie selon l e s  espèces fongiques. 

Ce rapport e s t  toujours supérieur à l 'unité et  s e s  valeurs  

l imites  sont généralement compr ises  entre  5 e t  60. El les  sont optimales 

aux environs de 10 pour la formation des périthèces de Ceratocystis var ios-  

po ra  (CAMPBELL, 1958), de Nectria haematococca (CURTIS, 1969), d'O. 

graminis  (WESTE, 1970) et de Sordaria  fimicola (HALL, 1971) ; des r ap -  

por t s  C/N compris en t re  20 et  30 stimulent la reproduction sexuée dlAchlya 

ambisexualis (BARKSDALE, 1962), d' Hypomyces s olani (HIX -BAKER, 

1964) et  de Pythium SJ. (CHILD et col. , 1969). 

Les  recherches de WESTERGAARD et col. (1947), de 

HALL (1971) et de LACOSTE e t  col. (1972) prouvent que, dans certaines 

l imites ,  la production des ascocarpes  de Neurosporasp . ,  de  Sordaria f i m i -  

cola et dlArachniotus albicans relève du rapport  C/N indépendamment des  

concentrations absolues en carbone e t  en azote. P a r m i  toutes l e s  combinai- 

sons de concentrations expérimentées,  sont seules efficaces celles qui dé - 

finissent l 'équilibre C/N adéquat. A condition qu'elles res ten t  toujours dans 

un rapport  convenable, des  concentrations de carbone e t  d 'azote fo r t  diffé- 

rentes  e t  modifiant donc profondément l ' importance de  la  croissance mycé-  

lienne, peuvent ne pas avoir d'influence notable s u r  la  reproduction sexuée. 

Cel le-ci  e s t  donc moins t r ibutaire  de la croissance mycélienne qui ne doit 

donc plus ê t r e  limitée ou au cont ra i re  prolifique, selon les  théories déjà c i -  

tées ,  mais  équilibrée. Cependant, elle demeure contingente de la nature 

d e s  éléments nutritifs. D'autre par t ,  elle n ' e s t  maximale que pour des con- 

centrations absolues de carbone et  d 'azote par t icul ières ,  l iées  par le r a p -  

port  C /N  optimal . 



5) Fac teu r s  de croissance : 

On désigne pa r  ce t e rme  l e s  vitamines et  cer tains  composés 

chimiques part icul iers  qui initient ou stimulent la  formation des  ascocarpes .  

On négligera ic i  l 'action d 'extrai ts  végétaux ou au t re s  e t  celle des  substances 

de type hormonal. 

LILLY (1 965) décri t  toutes l e s  possibilités pour qu'un cham- 

pignon requier t  une ou plusieurs  vitamines, HAWKER (1 957), COCHRANE 

(1958) e t  FRIES (1965) évoquent le  rôle de chacun des  composés. Les  vita- 

mines B (ou thiamine ou aneurine) et  H (biotine) sont incorporées dans de 
1 

nombreux milieux de culture synthétiques depuis que leur  efficacité s u r  la r e -  

production sexuée de Ceratostomella f imbriata ,  Melanospora destruens Shear .  

e t  Rosellinia l imoniispora a é té  démontrée pa r  LILLY et BARNETT (1947), 

HAWKER (1950) e t  HAYMAN (1963). Toutefois CAMPBELL (1958) e t  Mc ONIE 

e t  SNYDER (1966) accordent un rôle prépondérant à l a  thiamine dans la  f ruc - .  

tification parfaite de  Gnomonia fructicola e t  Ceratocyst is  variospora, mais  

pour SRETZLOFF (1 954) la  biotine agit en synergie avec la thiamine dans 

l'induction des ascocarpes  de Sordaria  fimicola. A ces  2 vitamines, ROSS 

(1 968) e t  HOLMES (1 970) ajoutent la vitamine B (ou pyridoxine) pour s t imuler  
6 

l a  reproduction de Venturia inaequalis et  Ceratocyst is  ulmi. Enfin de nom- 

breux auteurs  additionnent systématiquement au  milieu une solution vitamini- 

que comprenant, outre c e s  3 vitamines, l ' inoeitol, l 'acide paraminobenzoique, 

la  riboflavine, le  pantothénate de calcium, l 'acide nicotinique.. . L e s  concen- 

t ra t ions employées, toujours t r è s  faibles, présument  du rôle catalytique de 

c e s  éléments qui ne sont pas toujours spécifiques de la  différenciation sexuée. 

I l s  peuvent, en fait, intervenir s u r  ce phénomène par  l ' intermédiaire de la 

croissance qu'ils accélèrent  ou parfois même  induisent (KOEHN, 1970). 

Quelquefois la  présence d ' e s t e r s  phosphoriques de  glu- 

cose e t  de fructose stimulent la formation des  pér i thèces de Melanospora 

destruens Shear.  (HAWKER, 1948) et de Ohaetomium globosum (BUSTON 

et col. , 1953- 1956). Enfin l'addition de s té ro ls  dans le  milieu de culture 



augmente beaucoup l a  reproduction sexuée de divers  espèces de  Phycomy- 

cètes de Pythium 2. e t  de Phytophtora x. (LENNEY et  KLEMMER, 1966 ; 

CHILD et co l . ,  1969 ; LEAL e t  col . ,  1971). Le rôle possible de ces  subs- 

tances s e r a  discuté par a i l leurs .  

En  conclusion la reproduction sexuée fongique ne dépend 

pas d'une seule formule chimique m a i s  d'une multitude, dérivant d'un ensem-  

ble nutritif de base, comprenant toujours des  se ls  minéraux, des  sources 

de carbone e t  d 'azote.  La t r è s  grande variété des besoins nutri t ifs en qualité 

et  en quantité réside dans l e s  potentialités enzymatiques et  génétiques spé-  

cifiques de chaque champignon. La recherche  d'un milieu synthétique s e r a  

donc particulière pour chaque champignon mais  elle met t ra  en évidence sans  

aucun doute le fait que, d'une manière  générale, l'induction sexuée relève 

de conditions nutritives beaucoup plus étroi tes  que la  c ro issance  mycélienne 

ou même la sporulation asexuée. 

Il faut souligner enfin que la plupart des  expériences dé - 

terminant l e s  exigences nutritionnelles de la reproduction sexuée ont été 

effectuées su r  milieu gélosé e t  qu'exceptionnels sont l e s  t ravaux réa l i sés  

avec succès en milieu liquide. 

REPRODUCTION SEXUEE ET TEMPERATURE. 

Si l 'on excepte certains champignons zoopathogènes (dermatophytes 

et agents d e s  mycoses) ,  coprophiles e t  thermophiles capables de c ro i t re  

végétativement à d e s  températures  supér ieures  à 37"C, 40°C ou même 50°C 

(Chaetomium thermophile), on peut e s t imer  que la  plupart d e s  organismes 

fongiques s e  développent à moins de  35°C.  D'autre par t  COCHRANE (1958) 

note que cer taines  souches de Cladosporium et Sporotrichum produisent de 

nouveaux filaments mycéliens à -5°C et -8°C. On admet t ra  donc que des t e m -  

péra tures  compr ises  entre - 8 ° C  et  t35"C favorisent la  c ro issance  mycélienne 

de t r è s  nombreux champignons et  sont donc susceptibles d ' induire les  phé - 
nomènes sexués. 
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In vitr  O, divers  ascomycètes te ls  Neurospora 9. (WESTERGAARD 

et col. , 1947), Nectria 9. (HANLIN, 1961 ; CURTIS, 1969), Ceratocyst is  

SE. (CAMPBELL, 1958 ; HOLMES, 1970), Sordaria  fimicola (HALL, 1971) 

produisent un maximum de périthèces à 25°C. Il ne faut cependant pas en 

déduire que des  températures  proches de 25°C représentent l 'optimum 

thermique spécifique de la reproduction sexuée des  Pyrénomycètes puisque 

des  Pyrénomycètes comme l e s  Leptosphaeria (LACOSTE, 1965), Gnomo- 

nia  intermedia (HENRICKSSON et  col. , 19 51 ) ou Venturia inaequalis (ROSS - 
e t  col . ,  1962) ne fructifient normalement que pour des  températures  infé- 

r i eu res  à 20°C. 

En outre la valeur optimale des tempéra tures  varie même selon 

les  espèces,  en effet LACOSTE (1965) observe que seules les  températures  

voisines de 10°C pour Leptosphaeria acuta e t  de 18°C pour Leptosphaeria 

maculans induisent, pa rmi  les  3 températures  employées 1 O°C, 18°C et 

23°C la formation des  ascocarpes.  Il existe donc pour chaque champignon 

un optimum thermique favorable au développement du processus sexué 

m a i s  de plus celui-ci diffère selon l 'é ta t  de  différenciation de l 'organisme : 

croissance,  induction, maturation. P o u r G .  intermedia (HENRICKSSON et 

co l . ,  1951) des  températures  comprises  en t re  5" e t  35°C permettent d'ob- 

tenir  la croissance mycélienne qui est  maximale à 19°C mais la fructifica- 

tion parfaite e s t  conditionnée p a r  des tempéra tures  variant de 5°C à 19°C 

avec un optimum situé à 15°C. Ce fait, comme la  plupart des  travaux s e  

rapportant à divers  groupes fongiques, confirme que l ' intervalle thermique 

inducteur des  phénomènes sexués est  beaucoup plus étroi t  que celui favori-  

sant la  croissance mycélienne. 

L'inductiondes périthèces et leur maturation nécessitent des  t e m -  

péra tures  t r è s  différentes, a insi  les protopérithèces de Neurospora c r a s s a  

apparaissent à 30°C - 35°C mai s  leur maturation exige une température de 

25°C (HIRSCH, 1954). De même LEACH (1971) expose que les    roto péri- 

thèces de Pleospora herbarum induits à 24°C - 27°C ne deviennent des  

pér i thèces fer t i les  que par  un traitement aux basses  températures  infé- 

r i eu res  à 10°C. LEACH préc ise  encore que l e s  températures  élevées,  supé- 

r i eu res  à 15"C, inhibent la formation des asques et  ascospores  e t  cite, à 



l 'appui de s e s  recherches,  de t r è s  nombreux exemples. La reproduction 

asexuée, quoique soumise à des conditions thermiques.moins s t r ic tes ,ma- 

nifeste les  mêmes  réponses. Ainsi CHUNG et  WILCOXSON (1 971) rappor- 

tent que s i  l e s  pycnides de Phoma medicagensis sont nombreuses à 30°C, 

leur ferti l i té e s t  faible, la  conidiogenèse requérant 20" C . Les  températu- 

r e s  affectent encore la  morphologie des  s t ructures  reproductives par exem- 

ple, on note une augmentation du volume des périthèces aux basses  tempé- 

ra ture  S .  Enfin HAWKER (1 946) e t  HANLIN (1 96 1) signalent que l 'optimum 

thermique varie  selon les  concentrations en hydrates de carbone du milieu. 

L'action des températures  s u r  le  métabolisme sexué paraî t  s ' exer  - 

c e r  surtout au moment de la maturation des ascocarpes.  Plus  que tout au-  

t r e ,  c ' e s t  cette étape de la reproduction sexuée qui semble l z  plus étroi-  

tement dépendante des  températures .  La valeur de l 'optimum thermique s e  

rapproche parfois des  conditions écologiques et  peut ê t r e  particulière pour 

chaque étape de la différenciation sexuée. A ce sujet  l e  cas  de Gnomonia 

leptostyla décri t  par FAYRET (1967 a - b) e s t  t r è s  significatif. L'évolution 

des  périthèces d e s .  leptostyla dans la nature et in vi t ro s 'accomplit  de fa- 

çon identique, les  ébauches périthéciales se  forment à l a  fin de l'automne 

et à 18°C en culture pure, e l les  ne parviennent à maturi té  s u r  les  feuilles 

mor te s  de noyer qu'à l a  fin de  l 'h iver  et  à 10°C au laboratoire .  On peut dé -  

gager deux idées générales quant à l 'influence des tempéra tures  sur  la r e  - 
production sexuée. D'une part  l e s  hautes tempéra tures  inhibent beaucoup 

plus la  reproduction sexuée que la  croissance végétative et  la  sporulation 

asexuée. D'autre part ,  pour chaque champignon l 'optimum thermique de f ruc  

tification,tant dans la  nature qu'in vitro, constitue un ca rac tè re  spécifique. 



III - REPRODUCTION SEXUEE E T  LUMIERE. 

Au c o u r s  de cet te  étude,  nous n ' env i sagerons  pas  l e  c a s  des  Asco-  

mycè t e s  d i t s  "photo-indiff6rentst '  pour lesquels  l a  l u m i è r e  n ' e x e r c e  aucun 

effet s u r  l a  reproduct ion sexuée  t e l  So rda r i a  f imicola  (INGOLD e t  DRING, 

1957), qui f o r m e  un nombre  éga l  de pér i thèces  à l a  l umiè r e  ou à l ' ob scu r i -  

t é  continue. Nous nous l im i t e rons  donc auxA.scomycètes  qualifiés de "pho- 

to - sens ib les"  dont l a  fo rmat ion  de s  a s coca rpes  r equ i e r t  absolument un 

s t imulus  lumineux.  Ainsi  une ce r t a i ne  quantité d ' éne rg i e  lumineuse  e s t  

n é c e s s a i r e  pour l a  format ion d e s  apothécies  de Py ronema  confluens (RO- 

BINSON, 1926),  de s  ~ é r i t h è c e s  d 'Ascobolus  magnificus (YU, 1954), de s  

~ é r i t h è c e  s de Nec t r i a  gliocladiotde s (HANLIN, 196 1 ) e t  d 'ophiobolus gra- 

min i s  (WESTE e t  THROWER, 1963). C e s  différents chercheur  s fa isa ient  - 
un s imple  consta t  de  l a  photost imulation ou de l a  photoinduction d e  l a  r e -  

production sexuée.  Or  il impor t e  de c a r a c t é r i s e r  l ' ac t iv i té  lumineuse  pa r  

la longueur d 'onde d e  la radia t ion ut i l i sée ,  pa r  l a  va leur  énergét ique de 

l ' é c l a i r e m e n t  a u  niveau d e s  cu l t u r e s  e t  p a r  l a  d u r é e  d e  celui-ci .  L 'analyse  

du r ô l e  d e  c e s  3 composantes  d u  f lux lumineux s u r  la reproduct ion sexuée 

d e s  Ascomycè tes  nous p e r m e t t r a  d ' app réc i e r  l ' impor t ance  re la t ive  de  c e s  

3 é l émen t s  dans  l 'évolution d e s  p r o c e s s u s  sexuels .  

1 - Influence de longueur d 'onde : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

On cons idère  que de s  radia t ions  ul t ra-viole t tes  lointaines e t  

moyennes  ont d e s  longueurs d 'onde compr i s e s  e n t r e  200 e t  320 nm,  que l e  

domaine du proche ul t ra-viole t  s e  s i tue  e n t r e  320 e t  400 nrn e t  que l e s  

d e s  radia t ions  vis ib les  s 'é tendent  en t r e  400 e t  750 nm.  

L 'ef fe t  inducteur de s  radia t ions  ul t ra-viole t tes  lointaines a 

é té  m i s  e n  évidence pour l a  p r e m i è r e  fo i s  pa r  STEVENS en 1928 s u r  Glo- 

m e r e l l a  cingulata où l ' i r r ad i a t i on  du mycé l ium âgé d e  7-8 jours  pa r  de s  

é c l a i r emen t s  deX  égal  à 300 n m ,  d 'une du rée  var ian t  de  O, 25sec .  à 120 s e c . ,  



induisent la formation des périthèces.  P a r  la suite TIMNICK et col. (1951) 

utilisent la radiationA = 254 n m  à raison d'une minute pendant 5 jours con- 

sécutifs pour provoquer l 'apparition des ascocarpes de Diaporthe phaseo- 

l a rum.  De la même manière ,  BUXTON (1959) constate l 'efficacité des  U.V. 

pour donner naissance à la forme parfaite de Fusa r ium oxysporum (Nectria 

haematococca). LEACH et TRIONE (1 966) soulignent l ' importance des r a  - 

diations ultra-violettes entre 230 nm et 310 nm dans l'initiation des  pér i -  

thèces de Pleospora herbarum, sous un éclairement  de l .  000 e r g s  cm-'sec-' 

Pareil lement LEATH (1971) tient pour essent iel  l e  rô le  joué par l e s  lon- 

gueurs  d'ondes comprises  en t r e  290 et  330 n m  dans l'induction des  pér i -  

thèces de Leptosphaerulina briosiana, cet auteur note que 18 heures  

d'éclairement, d'une valeur énergétique correspondant à 400 f t .  -c, donnent 

naissance à des périthèces fer t i les  lorsque l e s  radiations ont des  longueurs 

d'onde égales à 310 - 320 et  330 nm et que par contre la radiation 340 n m  

a une action nulle semblable à l 'obscurité continue. 

L'étude des radiations proches U .  V. e t  visibles a permis  

à CALLAGHAN (1 962) de constater que l e s  radiations ver tes  ( A  > 51 0 nm) 

sont inefficaces su r  la  reproduction sexuée de Pleurage setosa à l ' inverse  

des radiations violettes et  bleues.  KOEHN (1971) confirme ce fait ,  il e m -  

ploie 3 radiations monochromatiques de égale à 450 nin, 550 nm e t  654 nm,  

sous un éclairement isoquantique à raison de 12 heures  quotidiennes. Dans 

ces  conditions, Podosordaria leporina forme des ascocarpes uniquement 

à 450 nm. Les expériences de WESTE (1970) sur  Ophiobolus graminis  et  de 

CURTIS (1  964 - 1972) sur  Nectria haematococca sont t r è s  significatives, 

dans l e s  2 cas,  le spectre  d'action des radiations su r  la reproduction sexuée 

présente  de nombreuses similitudes. Ainsi WESTE relève que 150 heures  

d 'éclairement au 14ème jour de culture sous une intensité de 800 e rgs  c m - G e 6  

induisent fortement l e s  périthèces pour l e s  radiations comprises  entre  

390 e t  450 nm et CURTIS irradiant  les  cultures d e B .  haematococca à p a r -  
- 1 

t i r  du 10e-15e jour en lumière continue sous une intensité de 150 e rgs  cm-2sec 

montre  l'induction des  ascocarpes  pour l e s  longueurs d'ondes 360 - 420 - 
440 - 460 et 480 nm. Dans l eu r s  travaux, ROQUEBERT et LACOSTE 

(1971) étudient l 'effet  inducteur et  st imulateur de l a  lumière de WOOD 



( X  = 360 nm) sur  l a  reproduction sexuée de quelques espèces de Leptos- 

phaeria graminicoles- soumis à 12 heures  de lumière  par jour sous un 

éclairement de 500 lux. 

La  relation de ces  différents travaux met  en cause dans 

l'induction des  ascocarpes deux domaines du spectre  lumineux, le premier  

concerne l e s  radiations de 230 nm à 320 nm, le  second de 320 nm à 510 nm. 

Le mode d'action des  longueurs d'onde de  type "lointain U.V. " qui com- 

prend les  radiations dites "abiotiques" (21 0 nm - 290 nm) semble discuta- 

ble, mais  le  s auteur s expérimentant ce  s rayonnements ne rapportent ni  

leur  effet léthal, n i  leur  effet mutagène. Les  radiations proches U.  V. et  vi- 

sibles constituent le  second ensemble spec t ra l  dont la limite supérieure s e  

situe à 510 nm. Pour  de nombreux chercheurs  (CALLAGAN - KOEHN - 
WESTE - LEATH - LEACH et CURTIS) l e s  longueurs d'onde supérieures  

à 510 nm ne possèdent aucun effet inducteur ou stimulateur de la r ep ro -  

duction sexuée. Cette unanimité prend forme de loi et  on sera i t  tenté de 

conclure que l e s  radiations ver te ,  jaune, orangée, rouge sont dépourvues 

dtefficacité tout comme l 'obscurité continue. Mais les  travaux de WINSTEAD 

et  col. (1966) sur  Glomerella magna e t  de HOGENSON et HOSFORD (1971) 

s u r  Leptosphaeria avenaria rapportent l a  formation des  périthèces à des  

longueurs d'onde supérieures  à 510 nm. Ces  dern ières  données nous obli- 

gent donc à une cer taine prudence et  l 'on peut encore d i re  qu'en fonction 

de l 'espèce fongique e t  des  interactions dûes à l a  nature du substrat  et  à 

l a  température,  l 'action de la lumière peut r e d t i r  des  modalités t r è s  va- 

r iée  s .  

2 - Durée des  irradiations : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La durée des irradiations change considérablement selon 

l e s  expériences e t  semble dépendre de plusieurs fac teurs .  

La longueur des  éclairements nécessaire  à l 'induction des 

ascocarpes var ie  avec le  genre,  l 'espèce e t  parfois la souche du champignon. 

La lumière blanche continue e s t  favorable à la souche S d'Hypomyces 
12 

solani mais  un plus grand nombre de périthèces apparaît  chez la souche S 28 



du m ê m e  champignon soumise  à une a l t e rnance  journal ière  d e  16 h e u r e s  

de lumière  e t  8 h e u r e s  d 'obscur i té  (CURTIS, 1964). Une i r rad ia t ion  conti-  

nuelle réduit  considérablement l a  quantité d ' a s c o c a r p e s  de  Diapor the  pha- 

s eo l a rum (TIMNICK e t  col. 195 1 ). L 'a l t e rnance  quotidienne de s  pé r iodes  

obscures  e t  lumineuses  st imule l a  reproduct ion sexuée de  nombreux  Lep- 

tosphaer ia  (LACOSTE, 1965) d e  m ê m e  que la format ion d e s  pé r i t hèce s  

de  Gelas inospora  calospora  (TYLUTKI, 1958). 

INOUE e t  FURUYA (1970) constatent  qu'un éc l a i r emen t  con- 
-2 -1 

t inuel  en lumière  blanche,  d 'une  va leur  d e  2.000 e r g s  c m  s e c  , inhibe 

l a  format ion des  a s coca rpes  de  Gelas inospora  re t iculospora  e t  que l ' a c -  

t ivi té  s t imula t r i ce  d e  la  l umiè r e  dépend é t ro i t ement  du développement végé- 

tatif.  Pou r  l a  m ê m e  ra ison,  TOUSSOUN & WEINHOLD (1967) n ' i r r ad i en t  conti-  

nuellement l e s  cu l tu res  d tHypomyces  so lan i  f .  2. cucurbi tae  r a c e  2 qu ' a -  

p r è s  15 jours  de c ro i s s ance  mycél ienne à l ' obscur i t é .  C e s  a u t e u r s  notent 

l a  t r è s  fo r te  diminution des  pé r i thèces  consécutive à un éc l a i r emen t  conti- 

nu de 250 ft.  -c. en  lumière  blanche d è s  l e s  p r e m i e r s  jours  de  développement.  

Des  t ravaux de LEACH e t  TRIONE (1966) re la t i f s  à P l e o s -  
-2  -1 

po ra  he rba rum,  il r e s s o r t  qu'un éc l a i r emen t  de 1.000 e r g s  c m  s e c  , de 

quelques secondes ,  à l a  longueur d 'onde de  238 n m  suffit à induire  d e s  

a s coca rpes  a l o r s  que 6 heures  d 'exposit ion à l a  longueur d 'onde 400 n m  
-2 -1 

sous  un éc la i rement  de 3.000 e r g s  c m  s e c  sont n é c e s s a i r e s  pour p a r -  

venir  à un résu l ta t  identique. CURTIS (1964) observe  l e s  m ê m e s  r é su l t a t s  : 

des  cul tures  de Nec t r i a  haematococca soumise s  à un éc l a i r emen t  de m ê m e  

valeur  produisent  d e s  pér i thèces  a p r è s  60 secondes  d ' i r r ad i a t i on  à 254 n m ,  

a p r è s  10 heu re s  à 50 heures  d ' i r r ad i a t i on  e n t r e  31 0 n m  e t  425 nm.  

E n  conclusion, il appa ra î t  que l a  du rée  de l ' é c l a i r e m e n t  e s t  

t r ibu ta i re  de l ' e spèce  fongique, de l a  c ro i s s ance  mycél ienne,  du moment  

d 'applicat ion du s t imulus  lumineux,  de  l a  valeur  énergét ique de  l ' é c l a i -  

r emen t  e t  surtout  d e  l a  longueur d 'onde.  E n  ~ a r t i c u l i e r  dans  l e  domaine de s  

lointains U . V . ,  il ne  peut ê t r e  ~ a l i é  à l ' e f fe t  lé thal  d e s  radia t ions  que par  

une diminution de l a  durée  de s  i r r ad i a t i ons  (JOLY, 1962) qui sont  a l o r s  de  

l ' o r d r e  de  quelques secondes.  



3 - Valeur énergétique de l 'éclairement  des  cultures : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
On désigne par  éclairement  le flux lumineux (watt  ou lumen) 

2 
r e ç u  par  unité de surface (cm2 OU m ) Les multiples systèmes d'unités 

uti l isés pour m e s u r e r  cette valeur e t  leur complexe conversion rendent 

t r è s  délicate l a  comparaison des  d ivers  travaux. 

Les études de CURTIS (1964) sur  Nectria haematococca et 

de WESTE (1970) sur  Ophiobolus graminis suggèrent que, 50 et 60 ft. -c. 

respectivement,  représentent l e s  valeurs minimales de l 'éclairement qui, 

en lumière blanche, induisent l e s  phénomènes sexués.  Ces mêmes cher -  

cheurs  ainsi  que BAKER (1956) situent l 'optimum d 'éclairement  à 200ft. -c.  

Cependant l e s  valeurs des  éclairements  nécessa i res  à l a  reproduction s e -  

xuée varient corrélativement avec l e s  longueurs dlonde.Ainsi LEACH e t  

TRIONE (1966) placent l e s  cultures de Pleospora herbarum sous des éclai-  

2 
rements  croissant  de 50 à 500 pw/cm lorsque l e s  radiations passent de 

230 à 320 nm. 

Compte tenu de c e s  travaux e t  des  valeurs  citées antér ieure-  

ment ,  il apparaî t  que l 'éclairement  pour induire la  formation d 'ascocarpes,  

doit ê t r e  de l ' o r d r e  de 50-200 f t .  -c. (foot-candle), ou de 500-2. O Q O  lux. , 
2 ou de 800-3.000 e rgs  cm-2  sec- '  ou de 80-300 p ~ / c m  , selon l e s  différents 

sys tèmes  unitaire S.  

Ces  valeurs indiquent que l 'éclairement  agit de façon complexe 

s u r  l a  reproduction sexuée. Il convient surtout de considérer  la  quantité 

d 'éclairement  qui es t  égale au produit de la valeur énergétique de l 'éclai-  

rement  par  s a  durée.. Cette grandeur,  en particulier lorsqu'elle e s t  isoquan- 

tique, permet  d 'apprécier l 'efficacité d'une longueur d'onde et constitue une 

base  d' interprétation de 1' effet lumineux à l 'échelle moléculaire.  En  outre,  

elle permet  de discerner  l e s  moments favorables d'application du stimulus 

lumineux au cours  de l a  croissance végétative. 
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L'efficacité lumineuse sur  l a  reproduction sexuée des Asco- 

mycètes e s t  liée aux conditions de  milieu et  de tempéra ture ,  s i  on conçoit 

ces  deux facteurs à leur  optimum, l a  lumière agit a l o r s  sur  le phénomène 

sexué par  s e s  trois composantes propres  : la longueur d'onde, l 'éclairement  

et  la durée des irradiations. De ce fait,  i l  apparaît  que la  longueur d'onde 

représente  l1:i5lérnent déterminant dans l'induction sexuelle, en effet la quan- 

t i té d 'éclairement ne peut en aucune manière  se  substi tuer à la longueur 

d'onde pour induire ce  phénomène, elle es t  capable seulement dans une c e r -  

taine mesure  de suppléer à la relative inefficacité de celle-ci .  Il es t  remair 

quable de constater, à de r a r e s  exceptions p rès ,  que l e s  mêmes  régions 

spectrales  sont st imulatrices d e  la  reproduction sexuée de divers champi- 

gnons. Cet effet es t  d'autant plus significatif qu' i l  intervient de la même m a -  

nière  dans la reproduction asexuée : on ne peut que ci ter  l e s  travaux de 

LEACH (1961 -1962)  s u r  de nombreuses espèces fongiques, de CALPOUZOS 

e t  LAPIS (1970) sur  Septoria nodorum, de SPROSTON (1971) su r  Stemphy- 

l ium solani, de KUMAGAI et ODA (1 969)  su r  Trichoderma viride, où l e s  

longueurs d'onde inductrices s e  situent entre  230 e t  350 nm pour les  3 p r e -  

m i e r s  chercheurs,  entre  350 e t  480 nm pour le dern ier .  

Cette constatation évoque la possibilité d'un même système 

photorécepteur pour l e s  reproductions asexuée et  sexuée d'un même cham- 

pignon comme le suggère LEACH (1966). Tandis que l e s  longueurs d'onde 

inductrices confinées dans 2 régions différentes du spec t re  : lointain U. V. 

d'une par t ,  proche U.V. - bleu d 'autre  par t ,  semblent me t t r e  en cause 2 

photorécepteurs différents (CURTIS, 1972). 

4 - Hypothèse su r  le rô le  de la  lumière dans l e  métabolisme sexué : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le flux lumineux peut ag i r  s u r  d ivers  aspec ts  morphologiques 

de la reproduction sexuée : pigmentation des  ascocarpes ,  phototropisme du 

col périthécial ,  taille e t  décharge des ascospores  (INGOLD, 1962), ces  pho- 

toréponses sont secondaires.  L 'essent iel  e s t  de dé terminer  l e  rôle de la lu -  

m i è r e  au moment de l'induction du phénomène sexuel. 



Par quel processus,  une i r radiat ion lumineuse oriente-t-elle 

l e  métabolisme du mycélium dans l e  sens  de la différenciation sexuée ? .  

En guise de réponses,  l e s  théories sont nombreuses,  JOLY 

(1962) fait une crit ique judicieuse des hypothèses émises  su r  l 'action des 

radiations ultra-violettes lointaines, CARLILE (1 965 - 1970) en cite d 'autres  

plus générales  su r  la photosensibilité des  champignons. Certaines  conclu- 

sions expérimentales orientent actuellement les  recherches s u r  l 'activité 

métabolique de  la  lumière.  

Premièrement ,  cer tains  milieux naturels,  par  leur  compo- 

sition chimique, induisent, à l 'obscuri té  continue, la reproduction sexuée de 

champignons qui, s u r  d 'autres  subs t ra t s ,  ne fructifiaient qu'en présence 

de lumière.  I l  existe donc une possibilité de fournir par voie exogène des 

substances fer t i l isantes  qui, préexistantes dans le  milieu de cu l tu re ,  s e  

substituent au flux lumineux pour induire les  ascocarpes.  Dans le second 

cas ,  l 'action de la lumière doit sans doute, permettre  au champignon de 

synthétiser c e s  composés soit à par t i r  d 'éléments précurseurs  présents  dans 

le  milieu, soit de novo. De cette manière ,  les  chercheurs ont pu appré-  

c ie r  le  rôle possible des  s térols  dans l a  morphogenèse sexuelle. 

Deuxièmement, l e  fait que des radiations monochromatiques 

bien déterminées provoquent la différenciation sexuée chez d ivers  cham- 

pignons suggère la présence de photorécepteurs. Ces molécules en fonction 

des similitudes de leur  spectre d'absorption avec celui des longueurs d 'on- 

de inductrices sont de nature différente : caroténoi'dique, flavinique ou en- 

core indéterminée pour le  facteur ' 'P31 

On envisagera successivement ces  diverses  hypothèses : 

- Action des s té ro ls  : 

La t r è s  importante revue bibliographique dlHENDRIX (1 970) 

rend compte des  travaux, qui, depuis 1953, soulignent le rôle des  s térols  

dans la différenciation sexuée des  champignons en particulier des  Phycomy- 

cètes : Pythium et Phytophtora. Chez 1'Ascomycète Leptosphaeria typhae 



es 

étudié par LACOSTE (1965), l'addition de s té ro ls  au milieu de culture 

n'induit pas d 'ascocarpe à l 'obscurité continue, mais  elle accroi2 consi-  

dérablement et  prolonge l 'effet stimulateur de  la  lumière.  Ces résul ta ts  

indiquent que les  composés stéroliques,  cholestérol et  s i tostérol  ou 

leur  photo-produits interviennent dans les  phénomènes sexuels. NELSON 

et col. (1967) introduisent dans le milieu de culture de Sochliobolus car- 
-_.à différents moments de la croissance e t  à des concentrations dé-  

terminées,  des  inhibiteur s de la  synthèse des  stéroi'de s ,  ainsi  i l s  bloquent, 

successivement la formation des périthèces,  puis des asques e t  enfin des  

ascospores.  L'addition de squalène et  de d ivers  stérols ( e  si tostérol ,  

cholestérol, ergostérol ,  cholestanol) annule l e s  effets des inhibiteurs, la 

biosynthèse des  stéroi'des reprend, la fructification s e  déroule normalement.  

ELLIOTT (1969) r é v e r s e  l 'action des  inhibiteurs de la formation des  pér i thè-  

c e s  de Sordaria fimicola par l 'acide oléi'que e t  l e  cholestérol. Enfin HENDRIX 

(1970) critique la spécificité des  inhibiteurs employés par  NELSON. 

Les mécanismes par lesquels l e s  s térols  induisent ou 

stimulent la reproduction sexuée sont inconnus (HENDRIX et col. , 1970). 

P a r  analogie avec l e  monde animal,  cer tains  chercheurs  ont envisagé un 

rôle hormonal des s t é ro l s  ou une action stimulante des composés dér ivés  

de leur  transformation par les radiations ultra-violettes.  Actuellement, de 

nombreux auteurs attribuent l ' intervention d e s  s té ro ls  dans la différencia- 

tion sexuée à leur participation dans des réact ions oxydatives productrices 

d 'énergie ou à leur activité dans la perméabili té cellulaire.  

- Rôle des  carotènes e t  des  flavines : 

Basée su r  l 'étude des spec t r e s  d'absorption et  l 'emploi 

d'inhibiteurs, la nature du photorécepteur e s t  t r è s  controversée.  Mais elle 

a fait l 'objet de nombreuses hypothèses ; l e s  principales identifient, aux c a -  

rotènes ou aux flavines, les  molécules qui absorbent les  longueurs d'onde 

favorablesà l'induction de  la morphogenèse sexuée. 



ARPIN (1 968) e t  FIASSON (1 968) analysent l e s  caroténotdes 

de nombreuses espèces fongiques, ils soulignent leur importance e t  leur  pos - 
sible utilisation comme c r i t è re s  taxonomiques. Au point de vue physiologi- 

que, en tenant compte des  carotènes incolores  tel  le  phytoène dont l e s  m a -  

ximums d'absorption s 'établissent à 282 n m  e t  348 nm, on constate que 

l e  spectre d'absorption des  caroténotdes s 'étend de 280 nm à 480 nm. I l  

rend a lors  parfaitement compte de l 'efficacité d'un grand nombre de radia-  

tions su r  la  reproduction sexuée. Mais l 'addition d'inhibiteur s spécifiques 

de la caroténogénèse en particulier la diphénylamine dans le milieu de cul- 

t u re  ne modifie pas la  morphogenèse sexuée d'Allomyces s. (TURIAN, 

1957), et n'affecte pas l e  métabolisme mycélien de Phycomyces sp. (CAR- 

LILE, 1962). E t  s i  ROBBINS (1926) fait  dépendre de la caroténogénèse la  

formation des apothécies de Pyronema confluens, CARLILE e t  FRIEND 

(1956), on obtenant des  mutants albinos de P. confluens capables de former  

à l a  lumière des  apothécies dépourvues de carotène, dissocient l e s  2 phé- 

nomènes photo-chimiques : caroténogenèse e t  reproduction sexuée. CAR- 

LILE (1965) trouve quant à lui, peu d'explicationsà l'action éventuelle des  

carotènes en  tant que photo-récepteur S. 

La morphogenèse sexuée souvent photo -induite par  des  

longueurs d'onde de 260 à 450 nm suggère la présence dans le  mycélium d'un 

photo -récepteur flavo -protéique ; le  spectre  d'absorption de la riboflavine 

présentent des  max. à 266 - 273 et 445 nm. TSCHABOLD (1967) empêche 

la  formation des  périthèces d'Hypomyces solani par addition au milieu de 

culture de mepacrine,  décrite par  HAAS (1944) comme un inhibiteur spéci- 

fique des flavoprotéines, de plus la riboflavine à certaines concentrations 

annule l 'effet de la  mépacrine.  Les  résul ta ts  de TSCHABOLD indiquent une 

corrélation étroi te  entre  l'induction par  l a  lumière des  ascocarpes d'H. 

solani et un photorécepteur riboflavinique, par t ie  intégrante d'un système 

de t ransfer t  d 'électrons activé par  la lumière ,  la même constatation e s t  

faite par LEWIS et col. (1961) où l 'efficacité des  radiations 367 n m  et 448 nrn 

chez l'algue Euglena Q. confirme le  ra le  photocatalytique d'un flavoprotéi- 

ne dans 1' oxydation des  cytochr ome S. 



Une ou plus ieurs  f lavoproté ines  pa r a i s  sen t  donc ê t r e  l e s  

photorécepteurs  fongiques responsab les  de  la st imulation pa r  la l u m i è r e  

d 'un sys tème enzymatique oxydatif or ientant  l e  métabol isme végétatif v e r s  

l a  reproduction sexuée.  Néanmoins,  s i  on cons idère  globalement l e  spec  - 
t r e  des  radiat ions ef f icaces  de 350 n m  à 510 n m ,  il e s t  poss ible  d ' env i s age r  

avec  JEREBZOFF e t  JACQUES (1969) chez  Leptosphaer ia  micho t i i  l ' i n t e r  - 

v ention : "d'un s y s t è m e  de pigments énergét iquement  a s soc i é s  comprenan t  

vra isemblablement  d e s  cytochromes e t  p lu s i eu r s  caroténoi'des ( s eu l s )  ou 

a s soc i é s  à une flavine". Enfin, il faut no t e r  que la  déterminat ion de  l a  n a -  

t u r e  du photorécepteur  caroténoi'dique ou flavinique repose  souvent s u r  

l ' emplo i  d ' inhibi teurs  dont la spécif ici té  a pu ê t r e  m i s e  en doute,  ce l le  d e  

l a  diphenylamine p a r  SLATER (1 96 l ) ,  de la mépacr ine  ou a t éb r in  p a r  

HEMKER e t  col.  (1960),CIAK e t  col .  (1967) notamment .  

- Rôle du facteur  sporogénique appelé "P310".: 

P o u r  LEACH (1965), l a  photo-induction de  l a  reproduct ion 

e s t  l iée à l a  p r é sence  dans  le mycé l ium fongique d 'une substance dont l e  

spec t re  d 'absorpt ion correspond aux radia t ions  ef f icaces ,  en  par t i cu l i e r  l e s  

rayons  ul t ra-viole ts .  Cet te  substance e s t  appelée  P en r a i son  de  son 
31 O 

maximum d 'absorpt ion à 310 n m .  C e  fa teur  ex i s te  uniquement dans  l e s  cu l -  

t u r e s  i r r ad i ée  s qui produisent  d e s  pé r i t hèce s  ( ~ l e o s ~ o r a  h e r b a r u m )  ou d e s  

pycnides (Ascochyta p is i ) ,  Il e s t  absen t  du  mycél ium,  qui , placé  à l ' ob scu -  

r i t é  continue, ne di f férencie  pas  d e  s t r u c t u r e s  reproduc t r i ces .  TRIONE e t  

col.  (1966) montrent  que le "P3 ajouté a u  mil ieu  de  cul ture  s e  subst i tue  

à l 'act ion lumineuse  e t  induit l a  fo rmat ion  d e s  a s coca rpes  de - P. h e r b a r u m  

à l ' obscur i t é  continue. LEACH e t  TRIONE (1 966 - 1969) pensent  qu 'un seu l  

mécan isme  photochimique e s t  à l a  base  d e s  phénomènes a sexués  e t  s exués ,  

que l e  photorécepteur ou l 'un  d e s  produits  e s s en t i e l s  de ce  métabo l i sme  pho- 

tochimique e s t  le "Pjl Ces  au t eu r s  fondent l eu r  spéculat ion s u r  l a  p r é -  

sence du "P " chez  d ive r s e s  e spèce s  d 'Ascomycè tes ,  de Basidiomycètes  
31 O 

e t  d1Adélomycètes e t  s u r  le fa i t  que ce  f a c t eu r  peut induire à l a  fo i s  la  r e -  

production asexuée e t  sexuée (P. h e r b a r u m ) ,  



Mais WESTE (1970) ne peut me t t r e  en évidence ce fat- 
- 

l 

t eu r  "P " dans le mycélium des  cultures dlOphiobolus ~ r a m i n i s  pourtant 
310 

, . i r r ad iées  e t  formant des  ascocarpes .  Si VARGAS et WILCOXSON (1969) 

VAN DEN ENDE et CORNELIS (1 970) confirment la  présence de ' 'P31 dans 

l e s  cultures d'Helminthosporium dictyoides, de  Sclerotinia fructicola e t  

d 'au t res  espèces,  ils ne parviennent cependant pas  à établir  l 'activité spo- 

rogénique de ce  facteur.  

Malgré c e s  de rn ie r s  travaux, les  hypothèses et  l e s  s e -  

cherches de LEACH et TRIONE ouvrent une nouvelle perspective su r  l ' a c -  

tion de l a  lumière dans l e  métabolisme sexuel. _. S .  , - : 
'% 1 

. i. -. ; 

En conclusion, on peut concevoir que l 'action de la  lu- - .., .. 

m i è r e  dans l'induction sexuelle e s t  liée à l 'absorption de l 'énergie lumineu- 

s e  par  des  molécules de nature chimique encore indéterminée. Ces  pho- 

torécepteur  s peuvent catalyser  des  réactions dl oxydation. Ils peuvent a u s s i  

f a i r e  par t ie  de système de  t ransfer t  d 'électrons.  Cette physiologie davan- 

tage orientée ve r s  la production d'énergie corol la ire  d'un déplacement du 

métabolisme intermédiaire  dans l e  sens oxydatif carac tér i se  l'induction d e s  

pér i thèces.  P a r  dosages enzymatiques de l'isocitrate-déshydroggnase e t  de  

l ' i soci t ratase,  VIALA e t  VIDAL (1972) ont, en  effet, démontrer  qu'une a c -  

tivité accrue  du cycle citrique, au détriment du cycle glyoxylique, différen- 

cie l e  métabolisme des  cultures éc la i rées  e t  l a  formation des ascocarpes 

de  Leptosphaeria typhae. Cette déviation métabolique conduit-elle, en outre,  

à la synthèse de substances chimiques, spécifiques de l'induction sexuée ?. 



C H A P I T R E  I I  : 
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M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S :  

_-__ - - - - - - - - - - - - - .......................... 

Cette  pa r t i e  t r a i t e  d e s  manipulat ions e t  conditions expér imenta les  

d ' o r d r e  général .  P a r  la  suite,nous ne  c i t e rons  que l e s  modal i tés  o p é r a -  

t o i r e s  pa r t i cu l i è res .  

MILIEUX D E  CULTURE 

1 - Milieu hôte : - - - - - - - - - - -  

D e s  f r agmen t s  d e  tige d e  pommier  sont d i sposés  ve r t i ca le -  

ment  dans  un e r l en -meye r  de  300 m l  contenant 50 m l  d ' e a u  dist i l lée.  Afin 

de  p e r m e t t r e  un mei l l eur  développement de l ' o r g a n i s m e  fongique, l e s  r a -  

meaux  sont  p réa lab lement  i nc i s é s .  

2 - Milieux na tu re l s  : - - - - - - - - - - - - - - -  

- Fragmen t  de  ca ro t t e  e t  de pomme de t e r r e  : 

Découpés à l ' e m p o r t e  pièce, d e s  demi-cylindres d e  rac ine  

de ca ro t t e  ou de  tubercule  de  pomme de  t e r r e  sont  in t rodui ts  dans d e s  tubes 

à ét ranglement  di t  de ROUX dont l ' ampoule  e s t  r emp l i e  à moitié d ' e a u  d i s -  

t i l lée ou d 'eau dis t i l lée  g lycér inée  à 1 %. 

- F a r i n e  d 'avoine  : 

On m e t  e n  suspension 20 g. d e  fa r ine  d 'avoine dans  1 l i t r e  

d ' eau  dis t i l lée ,  l e  tout e s t  ensui te  p lacé  à 60°C pendant 1 nuit.  Ap rè s  cen- 

tr ifugation à 10. 000 t ou r s /minu t e  pendant 15 minu tes ,  on f i l t r e  l e  s u r n a -  

geant. Ramenée  à son volume ini t ial ,  l a  décoction, gé losée  à 2 % es t 'coulée  

dans  d e s  tubes pyrex  (25 m m  x 200 m m ) ,  à r a i son  de 20 ml/tube. 
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- Eau de pomme de  t e r r e  : 

Selon l a  concentration choisie:lO, 20, 30, 40. . . g. de  

tubercules  de  pomme de  terre ,soigneusement  épluchés, sont broyés  à l ' u l -  

t r a - t u r r a x  e t  m i s  à bouil l ir  dans 1 l i t r e  d ' eau  dis t i l lée  durant 5 minutes. 

A p r è s  refroidissement  e t  f i l t ra t ion s u r  v e r r e  f r i t t é ,  on ramène  le  volume 

du f i l t ra t  à l a  valeur init iale p a r  de  l ' eau  dist i l lée.  Utilisé liquide ou gélo- 

sé à 2 p. 100, ce  mil ieu e s t  r é p a r t i  soit  en fioles de  ROUX de 1 l i t re ,  

100 ml par  f iole ; soit  dans  d e s  tubes pyrex à r a i son  de 20 m l  pa r  tube. Un 

t e l  milieu gélosé  auquel on ajoute 1 ou 2 p. 100 de glucose constitue une 

f o r m e  du P. D.A.  ( ~ o t a t o  Dextrose  Agar)  t r è s  ut i l i sé  en mycologie. 

3 - Milieux synthétiques : - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Afin d ' év i te r  toute variat ion dans  l a  composition des  m i -  

l ieux de cul ture  d'une s é r i e  expér imentale  à l ' au t re ,  nous avons r éa l i s é  une 

gamme de solutions "mères"  :minérales  e t  organiques conservée à 4"C, à 

l ' obscur i té .  L e s  suc re s  de  l a  s é r i e  D,  l e s  acides  aminés  de l a  s é r i e  L e t  

tous l e s  produits  uti l isés sont manufacturés  par  MERCK ou N. B. C . La 

répar t i t ion du milieu synthétique liquide s 'effectue en  fioles de  ROUX 

(100 rnl/fiole) ou en tubes  pyrex,  (25 m m  x 200 m m ,  16 ml/tube).  Pour  c e s  

expér iences  toute l a  v e r r e r i e  employée, a p r è s  nettoyage à l ' ac ide  sulfo c h r o -  

mique et  nombreux r inçages  à l ' e au  dist i l lée,est  soumise  à un autoclavage 

en  chaleur humide à une a t m o s p h è r e , ~ e n d a n t  30 minutes .  

Stér i l i sa t ion : - - - - - - - - - - - -  

Après  répar t i t ion des  milieux de cul ture  dans l e s  récipients 

adéquats,  bouchés au  coton hydrophile, l a  s té r i l i t é  e s t  a s s u r é e  par  un au-  

toclavage en chaleur humide,  à 0, 5 atmosphère ,  duran t  20 minutes ,  pour 

l e s  substances  thermorés i s tan te  S .  La fi l trat ion s u r  membrane  mill ipore 

( 0 , 4 5  p) rend s té r i l e  l e s  substances  thermolabiles.  
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CONDITIONS PHYSIQUES. 

1 - Aération : - - - - - - - - -  

Bien souvent l e s  phénomènes de différenciation sont l iés  à 

l 'aérat ion du milieu. Les  procédés couramment uti l isés dans le but d ' a s su re r  

une bonne oxygénation des milieux de culture liquide : agitation, barbottage 

d ' a i r ,  ne peuvent convenir pour nos expériences c a r  ils n'induisent jamais 

la  formation de périthèces.  En  effet ,  l 'agitation des cultures entraîne de 

profondes modifications morphogénétiques e t  on observe souvent la forma-  

tion d 'agrégats  mycéliens (boulettes ou "pellets") de consistance t r è s  dure 

dont l 'activité respiratoire  e s t  faible (GABRIEL, 1967). A l ' inverse l e s  

milieux gélosés conduisent à d e s  résul ta ts  t r è s  favorables mais  i ls  inter-  

disent toute récupération a isée  du champignon en vue d'études chimiques 

ul tér ieures ,  de plus l a  gélose souvent impure modifie la composition des 

milieux. 

P a r  l a  suite, l a  plupart de nos expériences ont été réal isées  

en milieu liquide dans les  fioles de ROUX ou des tubes pyrex. Pour a s s u r e r  

u n e  bonne aération des  cultures,  le fond des  fioles de ROUX e s t  garni de 

18 baguettes de v e r r e  plein de 6 m m  de diamètre  e t  3 baguettes de même 

type sont introduites dans l e s  tubes. L'ensemencement du champignon s 'effec- 

tue à l a  surface des baguettes où affleure l e  niveau supérieur du milieu li- 

quide. Nous évitons ainsi  les  méfaits de l ' immers ion  totale de l'inoculum. 

2 - Température : - - - - - - - - - - - -  

L'incubation des  cultures a lieu dans des  enceintes climatisées 

où la température e s t  réglée à plus ou moins 0" 5C. 

3 - Lumière : - - - - - - - - -  

Les cultures sont placées perpendiculairement par  rapport 

au flux lumineux émis  par des  tubes fluorescents.  L e s  tubes fluorescents 

(MAZDAFLUOR T F  20 W blanc brillant de luxe) assurent  l 'éclairement en 

lumière blanche, l e s  tubes fluorescents (SYLVANIA F 20 T 12) fournissent 



l e s  lumières  rouge, ver te ,  bleue. Les  longueurs d'ondes voisines de 350 nm 

sont données par  des  tubes fluorescents (MAZDAFLUOR T F  W N 20), la 

f igure 15 a, b, c ,  d, e ,  (page 108) représentent  l e s  émissions spectrales  

de c e s  tubes e t  indiquent la  valeur énergétique d e s  éclairements mesurée ,  

au niveau des  cul tures ,  à l 'aide d'une thermophile (modèle KIPP and ZONEN) 

ou d'un radiomètre  (modèle ISCO). Des compteurs hora i res  assurent  l e s  

photopériodes dés i rées .  Pour l e s  expériences menées à l 'obscuri té ,  l es  

flacons de culture sont recouverts  de papier noir e t  placés dans d e s  enceintes 

obscures .  Dans ce  cas ,  l e s  manipulations ou observations nécessa i res ,  sont 

réa l i sées  en lumière  diffuse de couleur rouge. 

ORIGINE DE LA SOUCHE. 

1 - Isolement : - - - - - - - - - -  

La souche de  Nectria gallipena Bres .  provient d'un périthèce 

prélevé en m a r s  1965 s u r  un chancre de branche de  pommier. Suivant l e s  

méthodes classiques,  à l 'aide du micromanipulateur de DE FONTBRUNE, 

nous avons isolé  un asque e t  une sé r i e  d 'ascospores .  Sur milieu eau de pom- 

m e  de  t e r r e  gélosée, l e s  cultures monoascosporées ont différencié des  pé- 

r i thèces fe r t i les  révélant a insi  l 'homothallisme du champignon. Ultér ieure-  

ment  à par t i r  de  cul tures  in vitro, nous avons, 3 nouveau, pratiqué des  isole-  

ments  d 'ascospores ,  m a i s  auss i  de m i c r o  e t  macroconidies. Dans tous l e s  

cas ,  l e  développement de  ces  différents isolats  en  redonnant des  ascocarpes,  

a confirmé l e s  données antér ieures .  

2 - Entret ien : - - - - - - - - -  

Afin de p rése rve r  toutes l e s  potentialités de la  souche qu'une 

mise  en culture artif icielle prolongée. r isquerai t  d1amoindrir,on ensemence 

périodiquement un fragment mycélien s u r  milieu hôte (branche de pommier) .  

L'apparition des  pér i thèces,après  45 jours de culture environ,témoigne de la  

vigueur de la  souche qui s e r t  a lo r s  à de nouveaux ensemencements. 



3 - Ensemencements : - - - - - - - - - - - - - - -  
L'inoculum consiste en un petit fragm'ent mycélien, prélevé 

au fil de Nichrome à part i r  des  cul tures  âgées de 10 jours e t  gardées à 

l 'obscurité sur  milieu nutritif liquide. Pour  l e s  expériences en milieu syn- 

thétique, les  cul tures ,  servant aux ensemencements,  sont carencées  deux 

fois par  passage s u r  milieu nutritif minimum. 

EXPRESSION DES RESULTATS. 

1 - Etude de  la croissance : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les  courbes de croissance t raduisent  quantitativement le  dé-  

veloppement mycélien en milieu liquide e t  rendent compte des  relations qui 

existent entre l e s  différents degrés  de l a  croissance végétative e t  les  d ivers  

stades de la  différenciation sexuée. 

L e s  courbes de c ro issance  sont établies par  m e s u r e  pério- 

dique du poids de matikre  sèche. Ces  m e s u r e s  sont effectuées s u r  3 à 5 fioles 

de ROUX à chaque jour de prélèvement. 

Le  mycélium e s t  recueill i  s u r  papier f i l t re  sans  cendre par  

filtration sous vide e t  lavé abondamment à l 'eau distillée. Le f i l t re  e t  le  

mycélium récolté sont placés dans une bofte à t a r e ,  l 'ensemble e s t  soumis à 

dessication dans une étuve à 105°C jusqu'à obtention de  poids constant. On 

déduit l e  poids de matière  sèche de l a  différence entre  l e s  résul ta ts  de l a  

pesée préalable : boite à t a r e  + f i l t re  soumis B dessication à 105"C, 1 heure 

et de l a  pesée boîte à t a r e  + f i l t re  + mycélium. 

2 - Etude de  la reproduction sexuée : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'importance de la  reproduction sexuée et  s a  qualité sont 

fonction respectivement du nombre de périthèces e t  de leur fer t i l i té .  Ces  

2 facteurs  sont p r i s  en considération au  30ème jour de  culture. 

Le  comptage des  pér i thèces dans l e s  tubes de culture, s u r  

milieu gélosé ou liquide, peut ê t r e  effectué de manière  préc ise  et  l e s  va- 

leurs  indiquées dans l e s  divers  tableaux ou diagrammes expriment le  nombre 



- ' 
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moyen d'ascocarpes par tube, soit sur une surface de 10 cm . Par  contre, ' ' - - J 
l'évaluation quantitative des périthèces apparus dans les fioles de ROUX 

s'avère t rès  délicate, c 'est pourquoi nous avons choisi le terme indice 

périthécial pour désigner approximativement le nombre de périthèces par 

fiole. Cet indice permet de comparer commodément l'importance de la 

reproduction sexuée dans les diver ses conditions expérimentales. Le nom- 

bre des ascocarpes situés au niveau de 3 baguettes de verre, multiplié par 

6 donne le total des fructifications sur les  18 baguettes garnissant le fond 

d'une fiole de ROUX et  donc "l'indice périthécial". Cette manière de procé- 

der est  rendue possible en raison de la répartition uniforme des ascocar-  

pes sur  l'ensemble du milieu. 

La fertilité des périthèces caractérisée par la présence 

des ascospores peut ê t re  constatée : soit à la loupe binoculaire où l'on ob- . 
1 

serve la masse  jaunstre des ascospores émergeant de l'ostiole des asco- 
\ 

carpes, soit au microscope après  écrasement des fructifications. 

La date d'apparition des premières ébauches peut servir  

de cri tère dans le choix des conditions expérimentales, comme d'und. maniè- 

r e  générale tous les éléments descriptifs (dimensions, couleur. . . ) qui 

sont de nature à vérifier le parfait développement des ascocarpes et  leur 

ressemblance avec les  périthèces observés dans la nature. 



C H A P I T R E  I I I  : 

BIOLOGIE DE NECTRIA GALLIGENA BRES. 



BIOLOGIE DE NECTRIA GALLIGENA BRES. 

-1 -=-=-=-===-=-=-=-=-=-=-=-=-=-= - 

Dans c e  chapitre concernant la  biologie de Nectria galligena Bres .  , 

nous étudierons successivement : la position systématique de l 'organisme,  

l e s  facteurs écologiques de son développement e t  les  conditions générales  

de la reproduction sexuée in vitro. 

Après avoir  déterminé e t  c lassé  le champignon en tant que paras i te  

du pommier, une étude des  conditions écologiques de son développement 

naturel  nous s e r v i r a  à définir les  éléments nécessa i res  pour re t rouver ,  in 

vitro,  les différentes étapes de la morphogénèse de& galligena. P a r m i  

ceux-ci,  nous nous sommes particulièrement at taché à préc iser  les  facteurs  

nutri t ifs et les  facteurs  physiques favorables, d 'abord à la croissance my-  

célienne, puis à l 'obtention des fructifications sexuées.  

1 - POSITION SYSTEMATIQUE DE N. GALLIGENA BRES. 

N. galligena Bres ,  fait partie des  Eu-Ascomycètes dont la sys téma-  - 
tique repose s u r  les  ca rac tè res  morphologiques des  fructifications sexuées 

ou ascocarpes ma i s  auss i  des  asques e t  des ascospores .  

N. galligena Bres .  possède pour ascocarpes  ou frui ts  à asques : - 
des  périthèces globuleux surmontés d'un col ostiolé et à paroi pigmentée 

de couleur rouge cinabre.  L'étude morphogénique a démontré qu'i ls  avaient 

une origine stromatique e t  qu'ils étaient pourvus, à maturi té ,  de pseudo- 

paraphyses descendantes s ' intercalant entre  l e s  asques.  Ces  deux 



carac tères  propres  aux ascocarpes de=. galligena Bres .  permettent de 1, 

c l a s se r ,  selon NANNFELDT (1932) parmi  l e s  Pyrénomycètes ascoloculaires 

et  non pa rmi  l e s  Pyrénomycètes ascohyméniaux qui possèdent, à l ' inverse ,  

des  ascothécies,  parois d'origine non stromatique, e t  de vra ies  paraphyses 

ascendantes. 

. .  Bi 

Les  asques de=. galligena sont entourés d'une paroi composée de 

deux tuniques (endoascus et  exoascus) intimement soudées. 3. galligena Bres .  

appartient donc aux Pyrénomycètes ascoloculaires Unituniqués qui se  d is -  

tinguent des  Bituniqués où l 'endoascus et  l 'exoascus sont nettement indé- 

pendants (LUTTRELL, 1951). La  présence e t  la nature (anneau ou nasse)  

de l 'apparei l  apical de l 'asque demeurent encore impréc ises  chezIJ. galli - 
gena qui ne peut donc ê t r e  rangé pa rmi  l e s  Annellascés ou l e s  Nassascés 

définis par  CHADEFAUD (1965). 

Ces  observations permettent de constater que=. galligena n 'entre  
. L  ' , 

en fait dans aucun des  3 groupes de Pyrénomycètes classiques : 
' '  /:,,,' ! 

- l es  Dothidéens : Ascoloculaires Nassascés Bituniqués ; , I , < '.. ., - 2 ?, . 
, :, ' p.:: 

- l es  Sphaériacéens : Ascohyméniaux Unituniqués Annellascés ; " - 

- l e s  Clavicipitiens : Ascohyméniaux Unituniqués à bouchon 
- *  . ' :  11 

apical. , '-il $. 

-. '*' , . P. 

Les a s  cospores bicellulaires d e N .  galligena diffèrent des  ascos - ,, 
(' . . . 

pores  fi lamenteuses des  Clavicipitiens, auss i  peut-on concevoirN.  gall ige- 

na soit comme un Dothidéen ascoloculaire mais  aber rant  par  la s t ructure - 

unituniquée de s e s  asques ; soit comme un Sphaeriacéen à cause de la pa- 

ro i  asquale unituniquée mais  atypique en raison de la nature uniquement 

stromatique de la paroi et  de la  présence de pseudo-paraphyses descendan.- 

tes .  

Ces  divergences témoignent de l 'ambiguité s t ructurale  des  Nectria- 
L '. l e s  originellement ascoloculaires bituniqués mais  que l 'évolution a rappro-  

ché des Ascohyméniaux unituniqués. A ce propos, PARGUEY (1 966) es t ime 

que l e s  ca rac tè res  ontogénique s d e s  Nectriales obligent à ne plus considérer  

Ascoloculaire s ou Ascohyméniaux, Bituniqués ou Unituniqués, comme des  

groupes radicalement différents. 
. . . ,  . . - 
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Malgré l e s  incer t i tudes  quant à l a  posit ion sys témat ique e t  phylo- 

génique exacte d e s  Nec t r i a les ,  on s e  r é f è r e r a  à la c lass i f ica t ion énoncée 

p a r  CHADEFAUD. C e t  auteur  ra t tache l ' o r d r e  d e s  Nec t r i a les  a u  groupe 

d e s  Sphaér iacéens .  L e s  Nec t r i a les  sont  i s s u e s  de  l ' ancien o r d r e  d e s  Hy- 

poc réa l e s  composé d e  Pyrénomycè tes  cha rnus  aux  cou leurs  v ives  e t  

c l a i r e s .  Cet  o r d r e  regroupe  l e s  principaux g e n r e s  suivants : Hypocrea  ; 

Hypomyces dont - H. pern ic iosus ,  agent de  l a  môle  du champignon de couche ; 

Gibere l l a  : - G. Fujikuroi '  c é l èb r e  pa r  s a  production d ' ac ide  gibberell ique 

qui provoque l e  g igant isme du r i z .  Malgré  l ' ab sence  f réquente  de f o r m e s  

pa r f a i t e s ,  l e s  e spèce s  asexuées  c l a s s ée s  dans  l e  vas te  ensemble  de s  F u s a -  

r i um,  agents de s  nombreuse s  endomycoses  végéta les  ou f u s a r i o s e s ,  peuvent 

ê t r e  ra t tachées  à l ' o r d r e  d e s  Nec t r i a les .  C e  d e r n i e r  comprend a u s s i  l e  gen -  

r e  Nectr ia  avec l e s  espèces>.  cinnabarina responsab le  de l a  maladie  du  

corai'l, paras i te  d e  fa ib lesse  f réquent  s u r  l e s  r a m e a u x  m o r t s  d e s  a r b r e s  e t  

dont l a  fo rme  conidienne e s t  Tubercu la r ia  vu lgar i s ,  2. gall igena B r e s .  

pa r a s i t e  du pommier  où il provoque de s  p la ies  chancreuses  dûes  en pa r t i e  

a u x  auxines qu' i l  s e c r è t e .  Sa  f o r m e  conidienne impar fa i t e  appelée  Cyl in-  

d rocarpon  ma l i  fa i t  pa r t i e  d e s  Mélanconiales.  

II - FACTEURS ECOLOGIQUES DU DEVELOPPEMENT DE N. GALLIGENA 

BRES. 

Dans l a  na tu r e ,  le  développement d e B .  pall igena s e  mani fes te  p a r  

l a  maladie  du chancre  d e s  a r b r e s  f r u i t i e r s ,  du  pommie r  pr incipalement .  On 

doit  à WILKOMM (1 866),  BRESADOLA (1 901 ), WEESE (1 91 1 )  WOLLEN- 

WEBER (1913) l a  m i s e  en  évidence du r ô l e  d e  - N. gall igena B r e s .  e t  d e  s a  

f o r m e  imparfai te Cyl indrocarpon ma l i  (All.  ) W .  dans  la malad ie  du chan-  

c r e  du pommier  qulHARTIG (1880) e t  GOETHE (1904) a t t r ibuaient  à - N. 

d i t i s s ima  Tul. déc r i t  p a r  TULASNE en  1865. L e  n o m  de "chancre  européen  

du  pommier" ,  encore  donné à l a  malad ie ,  souligne l e  c a r a c t è r e  endémi-  

que de cette d e r n i è r e  en  Europe .  Toutefois ,  Z E L L E R  (1926), WILSON e t  

Mc CARTNEY (1964), LORTIE (1969) mont ren t  l a  p résence  d e x .  pal l igena 

en  Amérique du Nord,  s u r  pommier  m a i s  a u s s i  s u r  d ive r s e s  e spèce s  f o -  

r e s t i è r e s  : bouleau, é r ab l e  e t  chêne.  



Les  symptômes de la maladie,  l e s  dégâts causés aux ve rge r s  et les  

méthodes de lutte sont amplement décr i t s  dans de nombreux ouvrages de 

phytopathologie, VIENNOT -BOURGIN (1 967), en part icul ier ,  analyse le 

parasi t isme d e 3 .  galligena et  de C ylindrocarpon mali .  

i ' ' 8 1  

De c e s  études, nous ne retiendrons que les  facteurs  nutritionnels, 7 ,  ,: + 

dépendants du pommier, et les  données climatiques qui favorisent l ' infec- 

tion parasi ta ire .  

Le développement du champignon dans les  t issus du pommier dé- 

bute par la  contamination c ' e s t  à d i re  la pénétration du filament mycélien 

i s su  de la  germination d'une conidie ou d'une ascospore.  La contamination 

e s t  tr ibutaire de 3 éléments : la sporulation, la présence de b lessures  et  

l e s  conditions climatiques. 

L ' émis  sion des spores  relativement continue au cours  de l 'année 

es t  cependant t r è s  réduite durant l 'hiver ; l e  début du printemps pour les  

ascospores ,  mais  auss i  l ' é té  e t  surtout l 'automne pour l e s  conidies cons- 

tituent les  saisons d' intense sporulation. Les  observations e t  l e s  expérien- 

ces  d'inoculation (zELLER, 1919 ; WILTSHIRE, 1926 ; MARSH, 1936 ; 

CROWDY, 1949) montrent que 3 galligena envahit le  pommier par  les  c i -  

catr ices  fol ia ires  à l 'automne e t  l o r s  du débourrement a u  printemps. La 

pluie agit de façon multiple : elle provoque l 'éjection des  ascospores  hors  

des  périthèces par éclatement des  asques devenus turgescents e t  elle en- 

traîne les  conidies par  lessivage des  coussinets sporifères .  En plus de son 

rôle de t ransport  e t  de dissémination : l a  pluie ou,à défaut, un degré  hy- 

grométrique élevé e s t  indispensable à l a  germination des  spores  que des 

températures  voisines de 20°C favorisent beaucoup. A ce t  égard,  LORTIE 

(1970) note qu'une humidité supérieure à 90 p. 100 et des  tempéra tures  com- 

pr i ses  en t re  20°C e t  26°C engendrent, au Laboratoire,  un grand pourcen- 

tage de germination des ascospores  e t  un maximum de cro issance  mycé- 

lienne. 



Dans ces  conditions (temps doux e t  pluvieux), les spores  germent  

rapidement (en 6 heures  à 2 5 ' ~ )  sur  l e s  plaies e t  le filament mycélien 

qu'elles émettent pénètre en suivant l e s  t i ssus  conducteurs. Au-delà de 

la  ~ é r i o d e  de contamination, la  progression mycélienne e s t  t r è s  lente, l e  

mycélium se répand dans l ' écorce ,  atteint les  vaisseaux et. l e s  rayons m é -  

dul laires ,  et provoque une altération fonctionnelle profonde du système 

vasculaire.  A propos de la nutrition du parasi te ,  on peut noter l e s  faits 

suivants. Sa croissance es t  étroitement l iée à s a  présence au niveau du sys -  

tème vasculaire où l e s  courants de sève du pommier lui apportent les  é lé -  

ments  nutritifs nécessa i res  à s a  survie.  Deuxièmement pour franchir  l a  

b a r r i è r e  phellodermique et atteindre le  xylème (ASCHROFT, 1934), l e  cham 

pignon infecte les  rayons médullaires : t i s su  de r é se rve  riche en amidon 

q u e K .  galligena dégrade comme le démontre la  disparition de ce composé 

de toutes les  cellules infectées (GOETHE, 1880). Enfin les  hyphes in te r -  

cellulaire s dis solvent l a  lamelle moyenne par  action pectolytique et  LORTIE 

(1964) obtient en culture pure un développement mycélien à par t i r  de com-  

posés pectiques comme seule source de carbone pa r  contre la lignine e t  la  

cellulose ne sont pas utilisées. Parvenu à un cer tain stade de dévoloppe- 

ment ,  le mycélium constitué de filaments, grêles,  hyalins, cloisonnés,,intra- 

ou inter  -cellulaires. donne naissance aux fructifications. 

La fin de l'infection se  traduit par  l 'apparit ion des s t ruc tures  r ep ro -  

ductr ices .  

Les  fructifications asexuées ou sporodochies débutent par la formation d'un 

s t roma  sur lequel s e  développe un coussinet hémisphérique, blanc à jaune 

c l a i r ,  produisant des  conidies hyalines, uni ou pluricellulaires,  droi tes  OU 

a rquées ,  arrondies  à l eurs  deux extrémités .  Les  sporodochies naissent au 

niveau des altérations cort icales ,  dès l e  début du printemps sur  l e s  chan- 

c r e  s de l'année précédente ou en juillet consécutivement aux contaminations 

de printemps de la même année. Les coussinets sporifères  restent  fe r t i les  

durant toute la bonne saison et  la période de pleine végétation stimule la 

sporulation qui ces se  l 'h iver .  



Essent ie l lement  s u r  l e s  chancres  développés,  se  constituent l e s  f o r m e s  

sexuées .  Sur  un s t r o m a  s e  différencient  d e s  pér i thèces  globuleux, v i s i -  

b les  à l ' œ i l  nu sous f o r m e  de granulations rouge c inabre ,  i so lées  ou l e  

plus souvent agg lomérées .  Chaque pér i thèce contient de nombreux a sques  

qui renferment ,  chacun 8 a scospo re s  hyal ines ,  b icel lu la i res ,  ovoi'des. L e s  

pér i thèces  s e  fo rment  durant  l ' h iver  en pér iode de  dormance  de  l ' hô te .  

I l s  mûr i s s en t  à cette époque e t  émettent  de s  a s c o s p o r e s  au pr in temps .  

On doit donc a t t r ibuer  à l a  fo r te  pluviosité e t  aux fa ibles  moyennes t h e r m i -  

ques de  l ' é t é  1954 l e s  cause s  de l 'appar i t ion inaccoutumée d ' a scoca rpes  de  

N. galligena durant  ce t t e  sa ison e t  observée p a r  BULIT (1954) à Versa i l l es .  - 

VIENNOT -BOURGIN (1 967), quant à lu i ,observe le  développement de  p é r i -  

thèces  s u r  pommes momif iées  soumises  au  f ro id  à 0°C.  

L e s  pér i thèces  d e K .  gall igena B r e s .  semblent  donc const i tuer  

d e s  f o r m e s  de conservat ion adaptées  au  f roid  e t  à l a  dormance  de  l ' hô te .  

P a r  contre ,  l e s  conidies de Cylindrocarpon ma l i ,  pa r  l eu r  nombre  e t  l eur  

format ion quasi  permanente  l i ée  à l a  période de  pleine végétation de  l 'hôte ,  

s e  présentent  comme l e s  vér i tables  agents pathogènes responsab les  de  

l 'extension de l a  maladie .  Ce r t a in s  au t eu r s  a t t r ibuent  à l a  f o rme  parfa i te  

un rôle  de saprophyte e t  à la  f o r m e  imparfa i te  un rôle  de paras i t e  v ra i .  

E n  conclusion, l 'écologie d e B .  galligena nous suggère  que pour 

de s  t empé ra tu r e s  de 20°C à 26"C,  une nutri t ion importante  (é léments  nu-  

t r i t i f s  de  l a  sève en période de  pleine végétation) e t  d e s  sou rce s  de ca rbo -  

ne  de na ture  amylacée ,  le  développement mycél ien et la conidiogenèse s e -  

ront  importants .  Par contre ,  d e s  t empé ra tu r e s  peu é levées  (h iver )  e t  de s  

conditions nutri t ionnelles r e s t r e in t e s  (dormance  de l 'hôte)  peuvent induire 

l a  format ion de s  pér i thèces .  

III - CONDITIONS GENERALES DE LA REPRODUCTION SEXUEE DE 

N. GALLIGENA IN VITRO. 

1 - Historique : - - - - - - - - - -  

Le métabol isme hormonal  (auxine -cytokinine) par t i cu l ie r  de  

Nectr ia  galligena e t  s e s  cor ré la t ions  ont e t  susci tent  encore  de f ruc tueuses  

r eche rches  (BERDUCOU, 1957 - QUINTIN, 1964 - BELTRA e t  c o l . ,  1969 - 



TARIS e t  c o l . ,  1970 - MARCHAL e t  c o l . ,  1970 - BARTHE, 1971). C e s  

é tudes ,  in v i t ro ,  s 'appuient  s u r  d ' impor tan tes  quanti tés de mycé l ium ob - 
tenues  de cu l tu res  en  milieux synthétiques l iquides t r è s  v a r i é s  t e l s  ceux 

de WESTERGAARD e t  co l . ,  de  CZAPEK-DOX ou de  KNOP (1/2), g lucosés  

à 10-30 g/l e t  comportant  d i v e r s e s  s o u r c e s  azo tées .  N. gal l igena man i -  

f e s t e  donc de fa ibles  exigences nutri t ionnelles : s a  c ro i s s ance  e t  s a  sporu-  

lat ion asexuée sont sa t i s fa i san tes  s u r  d e s  mi l ieux synthétiques s imp le s  

dont l e s  composit ions ont é té  pa r t i cu l i è rement  é tudiées  pa r  BERDUCOU 

(1957). Cet  auteur  constate que l e s  é léments  minéra.ux du mi l i eu  de  MOR- 

QUER e t  NYSTERAKIS plus enco re  que ceux de  KNOP addit ionnés ou non 

de  solution de m i c r o  - é léments  de  BERTHELOT OU HELLER favor i -  

sen t  l a  c ro i s sance  e t  l a  mult ipl icat ion asexuée  de - N. galligena. BERDU- 

COU mont re  que l e  f ructose  (20 g/l) e t  le  glucose(20-30 g/ l )pour  l a  c r o i s -  

sance ,  le  galactose  e t  l ' amidon (20-30 g/l) pour l a  conidiogénèse const i -  

tuent l e s  me i l l eu r e s  sources  c a rbonées .  L e s  n i t r a t e s  pe rmet ten t  égale - 
ment  une bonne c ro i s sance  e t  une grande sporulat ion que peuvent ac t ive r  

éventuellement c e r t a i n s  ac ides  aminés  (alanine,  cys té ine ,  ty ros ine)  e t  quel-  

ques vitamines (biotine, pantothénate de  calc ium,  nicotinamide e t  r ibo-  

flavine). P a r  a i l l eu r s  des  t e m p é r a t u r e s  de  22 OC -25°C accé l è r en t  l e  déve - 

loppement mycél ien  a ins i  que l a  fo rmat ion  de s  conidies que l a  l umiè r e  s t i -  

mule  for tement .  

Cont ra i rement  à l a  conidiogénèse,  l 'obtention d e s  pé r i thèces  

de Nectr ia  galligena en cul ture  pu re  s emb le  t r è s  a l é a to i r e  e t  l ' é tude du 

dé t e rmin i sme  de la reproduction sexuée de c e  pa r a s i t e  in v i t ro ,  demeure  

t r è s  incomplète.  Pour tant  d è s  1920, WILTSHIRE obtient d e s  a s coca rpes  de  

N. pall igena su r  mi l ieu  ma l to sé  a p r è s  3 mois  d ' incubation.  Pu i s  CAYLEY - 

(1921) découvre l e  s tade  par fa i t  du pa r a s i t e  dans  l e s  conditions suivantes : 

l e s  cu l tu res  d e x  gall igena s e  développent s u r  f ragment  ou eau  de pomme 

de t e r r e  gélosée glycérinée à 25OC, à l ' obscur i t é  duran t  5 jours  puis sont  

abandonnées pendant 2 mois  à l a  t e m p é r a t u r e  e t  à l a  l u m i è r e  ambiantesdu 

labora to i re .  E n  1928, RICHTER renouvelle avec  succè s  l ' expé r i ence  p r é  - 

cédente.  Mais MUNSON (1939) n ' obse rve  pas  de  pé r i t hèce s  s u r  r ameaux  d e  



pommier s t é r i l i s é s  ou s u r  extrai t  de malt  gélosé, par a i l leurs  il remarque  

l ' importance des  bas s e s  températures  de l 'hiver pour la formation des 

périthèces s u r  pommier.  En 1957, BERDUCOU reprend les  expériences 

de CAYLEY, essa ie  divers  milieux naturels  (fragments de carot tes ,  m o r  - 
ceaux de pommes,  jus de pomme gélosé. .  . ) e t  synthétiques. El le  réa l i se  

s e s  expériences à la température de 22°C sous la lumière naturel le ,  au-  

cune de s e s  tentatives n ' a  permis  la fructification parfaite d e a .  palligena. 

Eile attribue s e s  échecs à une per te  du pouvoir de fructification sexuée 

de la souche de>. galligena qu'elle utilise. Enfin LORTIE (1964) cultive 

à 21 OC une souche de Nectria galligena i ssue  de périthèces recuei l l is  dans 

la  nature s u r  érable e t  bouleau jaune. Il expérimente su r  quatre milieux 

gélosés à 1 ou 2 % : pomme de t e r r e  glucosée (P. D.A. ), extrai t  de malt ,  

milieu de blé (35 g/l) + avoine (35 g/l) et  extrai t  d 'écorce de bouleau jaune 

(70 g/l). Après  8 semaines d'incubation, seu ls  les  deux de rn ie r s  substrats  

et  surtout celui à base de blé-avoine fournissent de t r è s  nombreux pér i -  

thèces. Cet auteur note que la lumière ,  sans  en préc iser  l e s  paramètres ,  

e s t  indispensable à l a  formation des  protopérithèces e t  à leur  maturation. 

En conclusion,les conditions nutritives e t  physiques favora- 

bles à la croissance mycélienne et  à la conidiogénèse semblent faciles à 

réunir et  identiques pour ces  2 phénomènes, contrairement à l a  reproduc- 

tion sexuée. La  fructification parfai te  de Nectria galligena nécess i te  l ' in-  

tervention simultanée des  facteurs  nutritionnels e t  physiques placés à leur  

valeur optimale. On peut invoquer le  rôle de  facteur limitant joué par  le  

milieu ou la  tempéra ture  ou la lumière  pour expliquer l e s  échecs de c e r -  

tains des t ravaux précédents. In vitro la  formation des périthèces sur  m i -  

lieu synthétique liquide n ' a  jamais été obtenue, pas plus que ne furent p ré -  

cisée les  températures  ou les  éclairements  inducteurs du s tade parfait  

de K. galligena. 



Toutefois, l e s  t r avaux  de CAYLEY e t  de LORTIE déjà  c i t é s ,  c e r t a i n s  a s -  

pects  écologiques d e  l a  biologie na tu re l l e  d e  N. gall igena nous suggèren t  

l e s  hypothèses suivantes .  P r e m i è r e m e n t ,  l a  d ispar i t ion de  l ' amidon  d e s  

cel lules pa r a s i t é e s  d e  pommier  e t  l 'obtention de pér i thèces  in v i t ro  su; 

d e s  subs t ra t s  na tu r e l s  amylacés  ou m a l t o s é s  semblent  indiques un effet 

favorable d e s  mi l i eux  na tu re l s  r i che s  en amidon ou en s e s  d é r i v é s .  Deu-  

x ièmement ,  dans l a  na tu re  l ' appar i t ion h iverna le  d e s  pé r i thèces  l a i s s e  

supposer que l eur  induction in v i t ro  doit s ' e f fec tuer  à des  t e m p é r a t u r e s  

plus ba s se s  que ce l l e s  qui s t imulent  la  c ro i s s ance  mycélienne (20°C - 

26°C) .  Enfin LORTIE a r emarqué  l e  rô le  indispensable de la Limière dans  

l a  formation des  a s c o c a r p e s  au  l abora to i re .  

2 - Recherche  p ré l imina i re  s u r  l e  s conditions ex t e rne s  favorab les  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
à la  reproduction sexuée : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L e s  d ive r s e s  données p récéden tes  ont or ienté  l e s  conditions 

expér imenta les  d e s  études suivantes .  C e l l e s  -ci ,  p r é l im ina i r e s ,  consis tent  

à r e che rche r  un ensemble  de f ac t eu r s  success ivement , l e  mi l i eu  na tu re l ,  

l a  t empéra tu re  e t  l a  lumière ,  suscept ib le  d ' i ndu i r e  l a  fructif icat ion sexuée 

de - N. eall igena e t  des t iné  à s e r v i r  de conditions témoins  dans  l a  sui te  d e  

no t re  expérimentat ion.  

1)  Etude des  mi l ieux na tu r e l s  : 

a - Conditions expér imenta les  : ------------ ----------- ........................ 

Duran t  c e s  expér iences ,  l a  t empé ra tu r e  e s t  maintenue 

constante à 18 OC e t  l e s  cul tures  sont  s o u m i s e s  à une photopériode journa-  

l i è r e  de 12 heu re s  d e  lumière  blanche.  L e s  mil ieux de cu l tu re  sont  cons -  

t i tués de f ragment  de  racine  de  ca ro t t e ,  d e  morceaux  de tubercu le  de pom-  

m e  de t e r r e  e t  de s  subs t r a t s  gélosés  suivants  : fa r ine  d 'avoine  20 g/l ,  eau  

de pomme de t e r r e  (50 g / ) )  glucosée à 1 p .  100, eau  de pomme  de  t e r r e  

aux concentrat ions de  10, 20, 30, 40,  50, 60, 80 g/l.  



L e s  r é su l t a t s  sont  exp r imés  dans  l e  tableau n o  1 : 

Tableau n o  1 : Influence d e s  mi l i eux  na tu r e l s  s u r  la  reproduct ion 

sexuée d e B .  galligena. 

LEGENDE : 

A - F r a g m e n t  de  rac ine  de  ca ro t t e  ; 

B - F r a g m e n t  de  tubercu le  de pomme de t e r r e  ; 

C - F a r i n e  d 'avoine (20 g/l) gélosée  ; 

E40 

------- 

150 

D - E a u  de pomme de t e r r e  (50 g/l) glucosée à 1 p. 100 e t  gélosée  ; 

E20 

- 

50 

. 
Nature des 

milieux 

-------------------,----. 

Nombre de pé- 

r i thèces l tube 

i 

E1O à 80 
- Eau  de  pomme d e  t e r r e  à l a  concentra t ion d e  10, 20, 30, 

40, 50, 60 ,.80 g/l e t  gélosée .  

E50 

-----.-- 

200 

----- 

80 

E30 

----- 

100 

2) Etude de s  t e m p é r a t u r e s  : 

A 

40 

a - Conditions exyér imenta les  : ----------- ----------- ....................... 

E60 

100 40 

----- 

O 

L e s  cu l tu res  s e  développent s u r  m i l i eu  gé losé  eau de 

pomme de  t e r r e  à l a  concentra t ion de 50 g/ l  e t  sont  é c l a i r é e s  en  l umiè r e  

blanche à r a i son  de 12  heu re s  p a r  jour.  Nous avons expér imentés  aux  t e m -  

p é r a t u r e s  de  10°C ,  18"C,  20°C,  22°C e t  25°C. 

E80 

--..---- 

30 

E 1 O  

------ 

20 

Tableau n o  2 : Influence d e s  t empé ra tu r e s  s u r  la reproduct ion sexuée 

d e B .  gal l igena.  

Température O C  

------- -- ----- -- 
Nombre de pé- 

r i thèces l tube 
* 

1 O 

40 

14 

100- 150 

18 
------------------.--------------------.----------.-------- 

150-200 

2 O 

O 

2 2 

O 

2 5 

O 



3) Etude de l ' é c l a i r emen t  : 

a - Conditions expér imenta les  : ------------ ----------- ........................ 

S u r  mil ieu  e a u  de pomme d e  t e r r e  (50 g/ l )  à l a  t empé -  

r a t u r e  de 18"C, l e s  cu l tu res  sont  p lacées  à l ' ob scu r i t é  continue, sous  une 

photopériode journal ière  de 1 2  h e u r e s  de l u m i è r e  blanche e t  à l a  l umiè r e  

continue. 

b - Résul ta t s  : - - - - - - - - - - - - - - - - 

Tableau n o  3 : Influence de  l a  l umiè r e  s u r  la reproduction sexuée 

de N. gal l igena.  

Discussion - Conclusion : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

La fo rmat ion  de  pér i thèces  f e r t i l e s  de  N. gall igena s u r  f r a g -  

ment  de  pomme de t e r r e  et  s u r  mi l ieu  gélosé  f a r i ne  d 'avoine  conf i rme l e s  

Lumière 

cont ince 

------------------ 

1 O0 

r é su l t a t s  de  CAYLEY e t  de LORTIE. L 'eau  de  pomme d e  t e r r e  aux  con- 

Photopériode de 
12h de lumière 
blanche/ 12h d'obs- 
cur i t é .  

----------..------------- - ---- -- 

150 - 200 

Conditions 

d'éclairement 

___________________.-----___ 

Nombre de péri- 

thècesltube 

centra t ions  de 40 - 50 g/l  induit  précocement  l e  plus g rand  nombre  d ' a s c o -  

c a r p e s  a l o r s  que l e  m ê m e  mi l i eu  glucosé à 1 p. 100 inhibe la  reproduct ion 

Obscurité 

continue 

O 

sexuée tout en provoquant une c ro i s s ance  mycél ienne maximale .  Ains i  il 

ex i s te  de grandes di f férences  en t r e  l e s  mi l ieux favor i san t  soit  l e  dévelop- 

pement végétatif so i t  l a  différenciat ion sexuée.  L'obtention de f ruct i f ica t ions  

pa r fa i t es  s u r  f r agmen t  de ca ro t t e  l a i s s e  supposer  que l e s  échecs  de  BER- 

DUCOU ne sont pas dûs  au mi l i eu  de cul ture .  E n  plus ,  d e s  r a i sons  que c e t  

au t eu r  invoque, on peut  expliquer l a  s t é r i l i t é  de  l a  souche de  Nec t r i a  pa r  

des conditions physiques inadéquates en par t i cu l i e r  d e s  t e m p é r a t u r e s  t r op  

é levées .  On constate,  en effet ,  que de s  t e m p é r a t u r e s  égales  ou s u p é r i e u r e s  

à 2 0 "  C s té r i l i sen t  l e s  ébauches ~ é r i t h é c i a l e s  qui peuvent appa ra î t r e  ou inhi-  

bent totalement la reproduct ion sexuée.  L e s  va l eu r s  c o m p r i s e s  e n t r e  14°C  e t  



18 O C  représentent l ' intervalle thermique optimal pour la formation des 

ascocarpes que la température de 18°C stimule davantage et  plus préco-  

cement. Enfin ces  expériences montrent que la reproduction sexuée de 

Nectria galligena es t  photo-inductible. A l 'obscuri té  continue, i l  n ' y  a 

jamais  de différenciation de périthèces ferti les.  

On peut conclure que le  milieu eau de pomme de t e r r e  aux 

concentrations de 40 - 50 g/l, une température de 18°C e t  un éclairement 

journalier de 12 heures  de lumière blanche contribuent à l a  formation i m -  

portante de périthèces fer t i les  d e K .  galligena in vitro.  Cet ensemble cons- 

t i tuera  le  témoin positif de toutes nos expériences. 

IV - MORPHOGENESE DE N. GALLIGENA IN VITRO. 

La description chronologique des principales étapes de la morpho - 
génèse de N. galligena in vi t ro et l 'étude des rapports  croissance mycélien- 

ne - reproduction sexuée, font l'o'bjet de ce t ravai l .  

- Techniques : - - - - - - - - - - -  

L'accroissement  de la  masse  mycélienne en culture l i -  

quide e s t  mesurée  par le poids de mat iè re  sèche. 

L'étude morphologique e t  anatomique mettent en œuvre l e s  

techniques exposées par  PARGUEY (1966). Les  fi laments mycéliens,  les  

jeunes primordium et ébauches de périthèces,  l e s  asques e t  ascospores  

a p r è s  écrasement  des périthèces m û r s  sont observés in toto au mic ros -  

cope. L'examen microscopique de la  s t ructure des  fo rmes  reproductives 

adultes s'effectue à la suite de coupes sér iSes au microtome.  

- Conditions expérimentales : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les  différentes observations ont é té  réa l i sées  sur  des  cul- 

t u res  placées dans les  conditions suivantes : 

- milieu eau de pomme de t e r r e  (50 g/l) gélosé ou liquide ; 

- température : 18 OC ; 

- éclairement : alternance journalière de 12 heures  de lumière 

blanche - 12 heures  d 'obscurité.  



1 - Le  développement mycé l ien  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

1) Description : 

Le  mycél ium s e  p résen te  sous  f o r m e  de  f i laments  r a m i -  

f i é s ,  g r ê l e s ,  hyalins, cloisonnés de  maniè re  é p a r s e ,  renfe rmant  de s  gout- 

t e le t t es  huileuses.  

N. galiigena semble  avoir  un ry thme endogène de zona- - 

tion que l 'a l ternance journal ière  de  lumière  e t  d ' obscu r i t é  accentue f o r t e -  

ment .  On observe a l o r s  une zone mycélienne diurne aux  hyphes d r e s s é e s  

qui a l t e rne  avec une zone mycélienne nocturne aux f i l aments  couchés.  C e  

phénomène de zonation nettement visible à p a r t i r  du 4ème jour de cul ture  

s u r  mil ieu gélosé n 'apparaî t  p a s  en cul ture  liquide où l e  thalle r a r e m e n t  a é  

r i e n  recouvre  uniformément toute  l a  sur face  du subs t r a t .  

2) Cro i ssance  (F ig .  1)  : 

La c ro i s sance  mycélienne en mi l ieu  liquide e s t  t r è s  fa i -  

ble durant  l e s  3-4 p r e m i e r s  j ou r s .  A cet te  période de la tence,succède une 

phase  exponentielle de  c ro i s s ance  qui, du 5ème a u  10ème jour ,  cor respond  

à une c ro i ssance  t r è s  active où l e  mycél ium fo rme  un feu t rage  continu à la 

sur face  du liquide. Au 1 l è m e  jour  il s e  produit a l o r s  un f léchissement ,  l a  

m a s s e  mycélienne augmente plus  lentement pour a t t e indre  un maximum v e r s  

l e s  14ème - 15ème jours  .Au-delà du 16ème jour,  s ' a m o r c e  rapidement l a  

phase  de  déclin que l e s  phénomènes d 'autolyse,  ana lysés  biochimiquement 

chez K. galligena p a r  BELTRA e t  col .  (1972) at ténuent.  

P a r  a i l l eurs ,  nous avons f é a l i s é  d ' a u t r e s  expér iences  au 

c o u r s  desquelles var ia ient  l e s  conditions soi t  de l umiè re ,  soi t  de t empé -  

r a t u r e ,  soit  de milieu.  Nous avons a ins i  constaté que : 

- l a  lumière  continue ou l ' obscur i t é  totale a f f ec t e  peu l ' a c c r o i s s e -  

ment  pondéral  de l a  m a s s e  mycél ienne ; 

- l e s  t empé ra tu r e s  interviennent sur tout  s u r  l a  pér iode de la tence 

qui e s t  de plus longue durée  aux  b a s s e s  t empé ra tu r e s  (1 0°C et  14°C)  e t  

inversement  plus cour te  aux t e m p é r a t u r e s  supé r i eu re s  à 18°C.  C e s  va-  

r ia t ions  s e  répercutent  pendant toute l a  cul ture  ; 



- l es  modifications de la  composition du milieu de culture impli-  

quent un changement de l 'a l lure  sigmoi'de de la courbe (fig. l ) ,  en  part icul ier  

l e s  substrats  r iches  en hydrates de carbone (milieu P.D.A.par exemple) 

réduisent la période de latence e t  augmentent la  valeur du maximum de 

croissance. 

2 - La reproduction : - - - - - - - - - - - - - -  

En même temps qu'il croî t ,  le  mycélium différencie des  

organes de reproduction:les uns asexués,  l e s  au t r e s  sexués. 

1) Reproduction asexuée : 

Ces  formes  de multiplication végétative appartiennent au 

genre Cylindrocarpon mali .  On distingue : 

- des microconidies : 1-2 x 5-7 y, hyalines, unicellulaires,  ovoi'- r 
des .  Elles se  détachent de l 'apex des hyphes mycéliennes et  apparaissent  

en culture liquide ve r s  l e s  6ème-7ème jours.  

- des macroconidies : 3-4  x 20 x 75 p : hyalines, droi tes  ou légè- r 
rement  arquées,  arrondies  à l eurs  deux extrémités ,  pluriseptées (3-7 cel-  

lules).  El les  sont portées par  des  conidiophores dichotomisés, agglomé- 

r é s  en touffes d r e s s é e s  à l a  surface du mycélium. On remarque leur  p ré -  

sence en même temps que celle des microconidies ou plus généralement 1 

à 2 jours ap rès .  La  conidiogénèse précède toujours la reproduction sexuée, 

elle es t  soumise aux conditions expérimentales définies par BERDUCOU 

(1957). 

2) Reproduction sexuée : 

Les  principaux stades de différenciation des f ructifica - 
tions parfaites ou périthèces de Nectria galligena Bres .  à par t i r  du my- 

célium sont l e s  suivants : 

Apparition des ébauches péri théciales  : - ------------------- ----------- .................................. 

Elle  constitue la p remiè re  manifestation macroscopi-  

que de la reproduction sexuée. Les ébauches apparaissent sous fo rme  de 



petites sphères de couleur orangée vers  l e s  l l è m e  - 12ème jours s u r  m i -  

lieu gélosé, les  13ème --14ème jours en culture liquide. 

L e s  ébauches dérivent d'un primordium méris togène de 

type stromato-glomérulaire formé sur  le  t ra je t  d'hyphes mycéliennes ; plu- 

s ieurs  cellules grossissent  et  s e  cloisonnent dans tous les  sens tandis que 

s ' y  ajoutent des  fi laments recouvrants.  I l  s e  forme ainsi  un petit nodule que 

l 'on discerne dès l e s  8-9ème jours de culture.  

L'évolution du nodule conduit aux ébauches périth6ciales 

où une couche de cellules externes r iches en caroténoi'des enveloppe une 

masse  carpocentrale ; à la base de celle -ci  apparaît  un peloton ascogonial 

formé de grosses  cellules plurinuclées. Sans que l 'on puisse déterminer  

à quel moment et comment intervient la fécondation de l 'ascogone, on peut 

penser que la formation de l 'ébauche avec l e  peloton ascogonial marque la 

fin de la phase gamétophytique. Ces formations haplotdes peuvent ê t r e  in- 

duites dans des conditions qui s e  révèlent par  la  suite, inhibitrices du dé-  

veloppement ul tér ieur  en périthèces avec asques et  ascospores ,  pa r  exemple : 

obscurité continue, température élevée, milieu t rop  riche. 

b - Formation des  pér i thèces  sub-adultes : ------------- .................... .................................. 

Le  passage des  ébauches aux périthèces sub-adultes, du 

13ème au 17ème jour de culture, s 'effectue selon le schéma classique de 

la  reproduction sexuée des pyrénomycètes : 

- formation de  la  locule à asques par  lyse de cer taines  cellules 

carpocentrale s ; 

- transformation des cellules carpocentrales  supérieures  en un 

mér is tème apical générateur des  pseudoparaphyses ; 

- évolution d e s  cellules ascogoniales en vésicules prosporophyti - 
ques puis en sporophyte à dicaryon. 

Extérieurement,  l'individualisation du col et  une pigmen- 

tation rouge cinable distinguent les  pér i thèces sub-adultes. 



Périthèce adulte : -------------- -------------- 

Vers  le  20ème jour de culture,  à l ' in té r ieur  du périthè- 

ce,  des  cellules ascogènes dangeardiennes engendrent des  asques (75 - 
95 7 x 12 - 15 ) Des divisions successives (mélbtique e t  mitotique) du noyau Y 
de la cellule ascogène donnent naissance à 8 ascospores  pa r  asque. 

Les  ascospores  (6 - 8 p x 15 - 21 ) sont hyalines,  ovoi- Y 
des,  bicellulaires,  observables à par t i r  du 25ème jour de culture. 

Au 30ème jour de culture,  durée de nos expériences,  de 

nombreux périthèces globuleux, de 250 à 400 de d iamètre  et  de 400-500 p 

de hauteur, sont partenus à maturi té .  I ls  exudent a lo r s  a u  sommet de leur 

col une m a s s e  jaunâtre d 'ascospores  agglomérées.  

- Remarques : - - - - - - - - - -  

La production des  organes sexués se  prolonge et  s ' intensi-  

f ie durant une dizaine de jours a p r è s  la  formation des p remiè res  ébauches. 

Celles-ci  apparaissent ,  sur  milieu gélosé, aii niveau de la  zonation mycé- 

lienne développée au 5ème jour de culture.  Cette étude révèle  que la matu- 

ration des  pér i thèces de Nectria galligena e s t  t r è s  lente, 10 jours au  moins 

séparent l a  différenciation des ébauches de celle des ascospores  a lo r s  que 

seulement 24 heures  distancent ces  2 évènements chez Leptosphaeria typhae. 

Ce phénomène constitue un élément de choix pour apparécier  distinctement 

le  déterminisme de chacune des  étapes de  l a  reproduction sexuée d e s  

galligena : primordium, peloton ascogonial, pro-sporophyte, sporophyte à 

dicaryon , asques ,ascospores.  

La croissance mycélienne conditionne la  différenciation se  - 
xuée, plusieurs expériences corroborent  cette idée. Ainsi un développement 

mycélien peu rapide (basses  tempéra tures ,  10- 14" C ; milieu nutritif pauvre) 

va de pair avec une apparition tardive des ébauches. Mais dans tous les  cas ,  

l e s  p remie r s  ascocarpes précèdent de quelques jours (2 jours) l e  maximum 

de croissance et  leur  nombre s ' accro î t  considérablement au début de la 

phase de déclin.  I l  semble a lo r s  qu'un état  particulier du mycélium et l 'ap-  

pauvrissement du milieu nutritif constituent des facteurs  importants de la 

différenciation sexuée. 



PLANCHE HORS TEXTE No 1 : 

Etapes de la différenciation sexuelle de Nectria galligena Bres .  

- - - - - - - - - - - - - - - -  

Figure 1 : Ebauche contenant un ascogone et  son trichogyne. 

Figure 2 : Péri thèce subadulte ; l a  cloche sus-hyméniale commence 
à produire les  pseudoparaphyses ; s u r  le  ménisque sous- 
hyménial, en voie de désorganisation, repose l 'apparei l  
sporophytique. 

Figure 3 : Périthèce adulte ; la locule es t  occupée par  l e s  asques et 
par  un t issu pseudoparenchymateux, dérivant des  pseudo- 
paraphyse ; quelques ascospores  m û r e s  s e  sont échappées 
par  le  col, ouvert et  garni  de périphyses.  

Figure 4 : Asque adulte, contenant 8 ascospores  bicellulaires.  

Figure 5 : Ascospore adulte. 





Figure 1 : Croissance et reproduction de Nectria galligena B r e s .  

- - - - - - - - -----------------  

abs.  
ord.  

nombre de jours de culture 
poids de mycelium sec  en mg 
croissance mycélienne sur  eau de pomme d e  t e r r e  50 g/l 
croissance mycélienne su r  P. D.A.  (1 p. 100 de glucose) 
début de la  conidiogenèse 
formation des primordium 
apparition des ébauches périthéciales 
évolution du sporophyte à dicaryon. Péri thèces sub-adultes 
périthèces adultes. Formation des  asques 
différenciation des ascospores  
périthèces matures .  



E n  conclusion la figure n o  1 résume nos observations. El le  

traduit  l'évolution simultanée de la  croissance mycélienne et  d e  la  diffé- 

renciation sexuée sur  un milieu favorable à l a  reproduction, comparée à 

l a  croissance e t  à la s tér i l i té  provoquée par  un milieu défavorable (P.D.A. ). 

P a r  rapport  aux t ravaux déjà effectués s u r  la reproduction 

sexuée de-. galligena, notre étude préc ise  l e s  conditions cul turales  : t e m 2  

pérature 18 OC, lumière  blanche (photopériode journalière) et  mil ieu qui 

induisent en moins de 30 jours une formation importante et régul iè re  de pé-  

ri thèces fe r t i les .  



C H A P I T R E  I V  

-INFLUENCE DE LA COMPOSITION CHIMIQUE DU MILIEU DE CULTURE 

SUR LA REPRODUCTION SEXUEE DE N .  GALLIGENA BRES. - 



67 

INFLUEICE DE LA COMPOSITIOIV CHIMIQUE DU MILIEU 

DE CULTURE SUR LA REPRODUCTION SEXUEE DE - N .  GALLIGENA BRES. 

L'élaborat ion d'un mi l i eu  synthétique induisant ,  en  cu l tu re  liquide, 

la  reproduction sexuée de N. gall igena constitue l e  but de c e  t r ava i l .  Nous 

avons tenu compte ,  dans ce t t e  étude,  d e s  nombreuse s  e x p é r i e n c e s  qui d é -  

f in i s sen t  l ' influence des  é léments  chimiques  du subs t r a t  s u r  la di f férencia-  

tion sexuée de d i v e r s  champignons. Nous n ' en  rappe l le rons  pa s  l e s  r é su l -  

t a t s  m a i s  i l  faut  souligner que toutes  c e s  r e che rches  à de  r a r e s  exceptions 

p r è s ,  ont été effectuées s u r  mi l ieu  gé losé  e t  qu 'e l les  témoignent de la d i f -  

f iculté d'obtention de  la  fructif icat ion fongique en cu l tu re  l iquide.  E n  r a i -  

son du grand nombre  d ' a s coca rpes  produi t  p a r a .  gal l iaena s u r  eau  de 

pomme de t e r r e ,  nous avons  ana lysé ,  plus pa r t i cu l i è rement ,  l e s  

t r avaux  de  MILLER (1956), de BURTON (1966) e t  d e  BEEVER e t  BOLLARD 

(1970). E n  e f fe t ,  MILLER établi t  l a  composit ion miné ra l e  de l ' e au  de pom-  

m e  de  t e r r e  glucosée ; BURTON p r é c i s e ,  à des  f ins  a l imen t a i r e s ,  la  n a -  

t u r e  chimique e t  l a  concentrat ion de  tous  l e s  é léments  consti tut ifs  des  tu -  

be rcu les  de pomme de t e r r e .  Enfin BEEVER e t  BOLLARD dé te rminen t ,  

pa r  compara i son  avec  des  mi l ieux synthétiques,  comment  l a  composit ion 

chimique de l ' e au  de pomme de  t e r r e  s t imule  l a  c ro i s s ance  mycélienne de  

d ive r s  champignons ( ~ i p l o d i a  pinea ; Mycosphaerel la  melon i s ,  Peniophora 

s a c r a t a ,  Rhizoctonia z. ). Nous devons à c e s  d e r n i è r e s  ana ly se s  l e  choix 

du mi l i eu  synthétique ayant s e r v i  de  b a s e  à notre  expér imenta t ion.  Nous 

é tudierons  success ivement  l e s  besoins  e n  carbone,  en  azo te ,  e n  s e l s  m i -  

né raux  e t  en f ac t eu r s  de c ro i s s ance  e s sen t i e l s  à l a  f ruct i f ica t ion parfa i te  

de N. gall igena B r e s .  

- Conditions expér imenta les  géné ra l e s  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L e s  expér iences  s u r  m i l i eu  na tu re l  nous ont p e r m i s  de p r é -  

c i s e r  l e s  conditions de t empé ra tu r e  e t  d e  l umiè r e  favorab le  à l a  reproduction 



sexuée d e a .  pa l l igena .  Auss i ,  toutes  l e s  s é r i e s  cu l tu ra les  ont é t é  soumi-  

s e s  : 

- à une t e m p é r a t u r e  de  18°C ; 

- à un éc l a i r emen t  photopériodique : 12 h e u r e s  de  l u m i è r e  

blanche a l t e rnan t  avec  12 h e u r e s  d 'obscur i té .  

Dans c e s  conditions, l e s  cu l tu res  r é a l i s é e s  s u r  e au  de pomme de 

t e r r e  (50g/l) e t  fa reproduct ion sexuée d e x .  gal l igena qui en r é su l t e ,  

t e l l e  que nous l ' avons  déc r i t e ,  ont s e r v i  de témoin.  Toutes  l e s  expér iences  

ont é té  p ra t iquées  en mi l i eu  liquide dans  de s  f io les  de  ROUX dont l e  fond 

e s t  ga rn i  de  baguettes de  v e r r e .  

1 - INFLUENCE DES SOURCES DE CARBONE E T  D'AZOTE SUR LA 

REPRODUCTION SEXUEE DE N. GALLIGENA. 

Dans cet te  pa r t i e ,  l e  rô le  d e s  sou rce s  d e  carbone e t  d ' azo te  a é té  

dé te rminé  pa r  addition de  c e s  é léments  à un mi l i eu  synthétique composé 

comme  sui t  : 

. . . . . . . . .  KH P O 4 . .  . . . . . . . . . .  0 , 8  g B03HJ  3 m g  
2 

. . . . . . . . . .  MgS04, 7H20.  . . . . . . .  0 , 2 5  g A1C 1 3. 1 m g  

. C ~ ( H ~ P O ~ ) ,  H 2 0  . . . .  0 , 4  mg  MoNa O 2 H O . .  1 mg  
2 4 '  

F e S 0 4 ,  7H20  . . . . . . .  10 m g  Thiamine .  . . . . . . .  100 ) ~ g  

ZnS04,  7 H 2 0 . .  . . . . .  10 mg Pyr idox ine . .  . . . . .  100 pg 

. . . . . . .  . . . . . . . . . .  CuS04,  5H20 1 mg  Biotine 5 pg 

. . . . . . . . . . .  MnS04, HZ O. . . . . . . .  5 m g  Eau . .  1000 m l  

Le  sulfate de  f e r  p r é sen t  dans  l e  mi l ieu  a é té  préalablement  com-  

pléxé par  1 'E .  D. T .  A. 

1 - Etude de la  na tu r e  e t  de  l a  concentrat ion d e s  sou rce s  de ca rbone  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Dans ce s  expér iences ,  l e  n i t ra te  d e  po tass ium à r a i son  de 

370 m g  p a r  l i t r e  soi t  50 m g  d1azo te / l i t r e  a s s u r e  l e s  besoins  azo tés  de 

N pall igena.  - 



1)  Choix de l a  na ture  de  la  source  de carbone : 

Nous avons expér imenté  avec l e s  composés  carbonés 

suivants : 

- Trois  pentoses : xylose,  a rab inose ,  r ibose  ; 

- Trois  hexoses  : glucose,  galactose ,  f ruc to se  ; 

- Trois  diholosides : l a c to se ,  mal tose ,  saccharose  ; 

- Un triholoside : raffinose ; 

- Deux polyholosides : amidon, tylose (méthyl  cellulose ) ; 

- Un polyalcool : mannitol .  

Chacun de c e s  é léments  e s t  introduit  dans le milieu de 

cul ture  à la  concentration de  1 g de carbone pa r  l i t r e .  

Après  30 jours  de  culture,  on constate q u e N .  g a l l i ~ e n a  

uti l ise toutes l e s  sources  de  carbone pour s a  c ro i ssance  végétative que 

l e s  hexoses  et l e s  d i h o l ~ s i d e s  st imulent plus sensiblement .  De même ,  l e s  

a scoca rpes  d e K .  galligena sont apparus  su r  l e s  d ive r s  substra ts  m a i s  

l 'obtention précoce et importante  de pér i thèces  c a r a c t é r i s e  le  développe- 

ment  s u r  xylose, glucose, saccharose ,  mal tose  et  amidon. 

2 )  Etude de l a  concentration en carbone : 

Afin de p r é c i s e r  davantage l a  na ture  e t  l a  concentration 

du composé carboné favorable à l a  reproduction sexuée d e x .  g a l l i ~ e n a ,  

nous avons employé le xylose,  l e  glucose,  le  s accha rose ,  le maltose e t  

l 'amidon aux concentrations de 0 , 4  4 1 - 1 , 5  - 2 - 3 - 4 e t  5 g de  carbone 

par  l i t r e .  

Les  résu l ta t s  sont expr imés  dans  la  f igure  n o  2. 

I l  r e s s o r t ,  de  c e s  expér iences ,  que l a  nature  de la  source  

carbonée intervient plus spécifiquement su r  l a  st imulation que s u r  l ' induc- 

tion de  la  fructification parfa i te .  On note a insi  que des  pér i thèces  peuvent 

s e  développer s u r  tous l e s  subs t r a t s  carbonés  m a i s  l 'on observe un nombre 

d ' ascocarpes  important uniquement s u r  xylose,  saccharose ,  glucose avec 

un maximum s u r  mal tose  e t  amidon. Il en résu l te  que la  différenciation 
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Figu re  2 : Influence de  la  nature  e t  d e  la  concentrat ion de la  sou rce  

de  carbone s u r  l a  reproduction sexuée  d e x .  ga l l i gen :~  B r e s .  

- - - - _ - - - - -  - - - - -_-_-_-_-_- - -_- - -  

a b ~ .  : concentrat ion de carbone en g/l 

ord.  : indic<. pér i thécia l  i.p. 

0 . - . -O  xylose 

i-....-i glucose 

A A sacc:harose 

0-• maltose  

r - 4  amidon 



6 1 

sexuée de N. galligena dépend étroitement de la  concentration en c a r -  

bone dont les  valeurs  optimales sont comprises  en t re  1 et  2 g. de c a r -  

bone par  l i t re .  Ces de rn iè res  diffèrent selon la nature de la  source 

de carbone uti l isée : 1 g. de carbone / l i t re  pour l e  glucose ; 1 , 5  g. 

de carbone/l pour le  maltose et  1, 5 à 2 g de carbone/li tre pour l 'amidon. 

Seul, parmi c e s  composés, l 'amidon présente un la rge  spec t re  d'activité 

où les  concentrations supérieures  à 2 g de carbone par  l i t re  n'inhibent pas 

totalement la fructification parfaite au profit d'une croissance mycélienne 

exubérante. 

2 - Etude de la nature et  de la concentration des sources  d'azote : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Pour  cette expérimentation, on emploie le glucose comme 

source de carbone à raison de 2, 5 g par  l i t re  soit une concentration de 1 g 

de carbone par  l i t r e .  

1 )  Choix de la  nature de la source d'azote : 

Les analyses de BEEVER et BOLLARD (1 970) montrent 

que l ' eau  de pomme de t e r r e ,  a p r è s  autoclavage, procure aux champignons 

des sources d 'azote  de nature t r è s  var iée.  Pa rmi  tous les  acides aminés 

présents ,  l 'asparagine, l 'arginine,  l 'acide y aminobutyrique e t  à un degré 

moindre la valine, les acides glutamique et  aspartique, l 'alanine,  l ' isoleu- 

cine, la ser ine e t  la phénylalanine sont présents en quantité appréciable 

dans l 'eau de pomme de t e r r e .  A c e s  sources d'azote organique, i l  convient 

d'ajouter comme sources d'azote susceptibles d 'alimenter K. galliaena : 

l 'azote minéral  sous forme de ni t rate  de potassium e t  de sodium et auss i  

l 'azote ammonia.ca1 fourni par  le  sulfate d'ammonium. 

Nous avons expérimenté chacune de  ces  sources  d'azote 

en les  introduisant dans le milieu synthétique à la concentration de 50 mg 

d'azote par l i t r e .  A la même concentration finale d 'azote,  nous avons r é a -  

l i sé  une sér ie  culturale comportant un mélange de tous ces  composés. 

A la fin de l 'expérience,  on remarque que l e s  ascocarpes 

fer t i les  de - N.  galligena sont apparus en grand nombre su r  l e s  milieux où 

l 'azote es t  fourni par l 'acide y aminobutyrique, l 'asparagine,  l e s  acides 



aspar t ique  e t  glutamique e t  l e s  n i t ra tes  d e  po tass ium e t  sodium. I l  faut  

no te r  cependant que tous l e s  a u t r e s  mi l i eux  ini t ient  la reproduct ion sexuée ,  

en par t i cu l i e r  l ' a rg in ine  e t  la phénylalanine, tandis  que l ' azo te  ammon ia -  

c a l  e t  l e  mélange d e s  d i v e r s e s  sou rce s  a zo t ée s  sont  moins bien mé tabo l i s é s  

p a r B .  gall igena t an t  pour la c ro i s s ance  végétat ive que par  sa di f férencia t ion 

sexuée.  

2) Etude de l a  concentrat ion en azo te  : 

E n  vue de dé t e rmine r  l a  concentrat ion favorable  d ' azo te ,  

nous avons ut i l i sé  l e  n i t ra te  de  potass ium,  l ' a sparag ine ,  l ' a c ide  Y amino -  

butyrique,  l ' ac ide  aspar t ique  e t  l ' ac ide  glutamique aux  concentra t ions  de 

25, 50, 75, 100 e t  135 mg d 'azote  pa r  l i t r e .  

L e s  r é su l t a t s  sont e x p r i m é s  dans  la  f igure  n o  3. 

Ce t te  étude établi t  de  m a n i è r e  t r è s  nette,  que 75 m g  d ' a -  

zote pa r  l i t r e  induit un max imum d ' a s coca rpes  e t  c e c i  quelque soi t  l a  n a -  

t u r e  de l a  source  azo tée .  On r emarque  de  plus que l e s  t eneu r s  e n  azote  

présentent  un s p e c t r e  d 'ef f icaci té  plus l a r g e  que ce l l e s  en ca rbone .  E n  e f -  

f e t  pour obtenir  une quantité de  pér i thèces  supé r i eu r e  à l ' indice  1 .  000 l e s  

t eneu r s  de  carbone peuvent v a r i e r  de 1 à 1 , 5  g p a r  l i t r e  tandis que ce l l e s  

d ' azo tes  sont c o m p r i s e s  e n t r e  50 mg e t  125 mg p a r  l i t r e .  La  na tu r e  de l a  

source  azotée  affecte  peu l e  nombre  de  pé r i t hèce s  ; m a i s  l ' a spa r ag ine ,  

l e s  ac ides  a spa r t i que  e t  glutamique et  tout  pa r t i cu l i è rement  l ' ac ide  \j a m i -  

no -butyrique, s t imulent  net tement  la  d i f férencia t ion sexuée de - N. gal l igena.  

3 - Influence de  l a  na tu r e  des  d i v e r s e s  combinaisons ca rbone  -azote : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

L'effe t  s u r  l a  reproduction sexuée d e x .  gall igena d e s  c o m -  

binaisons en t r e  d i v e r s e s  s o u r c e s  de ca rbone  e t  d ' azo te  fait  l ' ob je t  de  cet te  

expér ience .  Nos t ravaux  précédents  révè len t  que l e s  assoc ia t ions ,  d 'une 

p a r t  glucose ou ma l to se  ou amidon - n i t r a t e  de potass ium,  d ' a u t r e  pa r t  

g lucose-asparagine  ou acide  amino-butyrique ou acide  aspar t ique  ou a c i -  

d e  glutamique,  f avor i sen t  la reproduct ion sexuée d e x .  gal l igena.  Mais  

dans  l e s  2 c a s ,  l e  choix du n i t r a t e  de po t a s s ium pu is  du glucose e t  d e  l e u r  



Figure 3 : Influence de l a  nature e t  de la concentration de la source 
d'azote sur la reproduction sexuée d e K .  galligena Bres.  

abs.  : concentration d'azote en mg/] 

ord. : indice périthécial ip. 

- nitrate  de potassium 

m - . . . . r  asparagine 

U acide aspartique ou acide glutamique 

0 - 4 acide '(amino-butyrique. 



concentra t ion é ta i t  f ixé a r b i t r a i r e m e n t ,  a u s s i  peut-on supposer ,  à l ' appui  

d e s  r é su l t a t s  acquis ,  que d e s  combinaisons  d i f fé ren tes  e n t r e  d e s  sou rce s  

de carbone e t  d ' azo te  s t imule ron t  davantage le n o m b r e  d e s  a s coca rpes  f o r -  

m é s .  

1 ) Conditions expér imenta les  : 

Source de  ca rbone  : ----------------- ----------------- 

- glucose 1 g de  carbone pa r  l i t r e  ; 

- mal tose  1, 5 g de  carbone p a r  l i t r e  ; 

- amidon 1 ,  5 g de  carbone pa r  l i t r e .  

C e s  3 composés  ont toujours é té  exp6r imentés  i solément  

de façon que l a  source  de carbone n ' a i t  qu'une or ig ine  unique. 

Source  d ' azo te  : ------------- ------------- 

La sou rce  d ' azo te  a é té  fournie dans  tous l e s  c a s  à l a  

concentrat ion de 75 m g  d ' azo te  p a r  l i t r e  sous f o r m e  d e  : 

- n i t r a t e  de po tass ium ; 

- asparag ine  ; 

- ac ide  amino-butyrique ; 

- acide  glutamique. 

Soit i so lément ,  soi t  en  combinaison,  chacune de s  s o u r c e s  

a zo t ée s  fourni t  a l o r s  l a  moi t i é ,  l e  t i e r s  ou le qua r t  d e  l a  concentrat ion d t a -  

zote f inale  (75 mg/l) .  

Nous avons a in s i  cherché  à d é t e r m i n e r  l ' impor tance  de  

l a  reproduct ion sexuée d e N .  gal l igena en fonction d e s  assoc ia t ions  d 'une 

sou rce  de carbone soi t  l e  g lucose ,  so i t  l e  mal tose ,  so i t  l ' amidon avec une 

sou rce  azotée  i s sue  de l a  combinaison du n i t ra te  d e  po tass ium,  de l ' a s p a -  

rag ine ,  de l ' ac ide  xamino-butyr ique e t  de  l ' ac ide  glutamique ce  qui r e p r é -  

sente  45  poss ibi l i tés .  

2 )  Résul ta ts  : 

La  f i gu re  n o  4 exp r ime  l e s  r é s u l t a t s  obtenus.  



Figure 4 : Influence de la  nature de  la  combinaison carbone-azote 
su r  la reproduction sexuée de N. galligena Bres .  

O glucose 1 g de carbone/l  

1 maltose 1 ,  5 g de carbone/l 

0 amidon 1 , 5  g de carbone/l La concentration finale en azote 

du milieu es t  toujours égale à 

K nitrate de potassium 75 mg/ l  quelque soit  l 'origine de 

B 
l a  source  azotée. 

acide amino-butyrique 

A asparagine 

O acide glutamique 

I.P. indice périthécial  



I l  s e  dégage d e  c e s  r é su l t a t s  que l e  ma l t o se ,  plus enco re  

que l ' amidon,  constitue l e  me i l l eu r  subs t r a t  ca rboné ,  l e s  combinaisons  

azo te -ca rbone  à base  de  mal tose  s t imulant ,  dans  l ' en semb le ,  davantage la 

reproduct ion sexuée de N. pal l igena.  L 'ac ide  Y amino-butyr ique,  seul ,  

augmente fo r tement  l e  nombre  d e s  a s coca rpes  qui possèdent  cependant d e s  

d imensions  plus rédu i tes  que ceux  observés  s u r  a spa r ag ine .  C e s  2 s o u r c e s  

d ' azo te  combinent l e u r s  effets  quantitatifs e t  quali tat ifs  pour induire ,  dans  

d e s  propor i tons  supé r i eu r e s  a u  témoin eau de  pomme  de  t e r r e ,  un grand 

nombre  de pér i thèces  f e r t i l e s .  C e  phénomène ex i s t e ,  quelque soi t  l a  s o u r -  

c e  de  carbone uti l isée,  m a i s  il e s t  encore  plus ne t  l o r sque  l ' on  emploie  l e  

ma l t o se .  L e s  a u t r e s  combinaisons  azo tées  comportant  3 ou 4 s o u r c e s  d ' a -  

zote  y compr i s  l ' a sparag ine  e t  l ' ac ide  amino-butyr ique conduisent à d e s  

r é su l t a t s  quanti tat ivement moins  impor tan t s ,  l e u r  eff icacité étant  pa r fo i s  

in fé r ieure  à celle d e s  s o u r c e s  d ' azo te  s imples .  

E n  conclusion,  l e  mal tose  à l a  concentrat ion de 1 ,  5 g 

de carbone p a r  l i t r e ,  e t  une s o u r c e  d 'azote  const i tuée  d ' a spa r ag ine  e t  d ' a -  

cide y amino-butyrique,  à l a  concentrat ion de  75  m g  d ' azo te  p a r  l i t r e  f o r -  

men t  un complexe carbone-azote  capable d ' induire  en  t r è s  grande quantité 

d e s  pé r i thèces  f e r t i l e s  d e  K. gal l igena.  

4 - Etude du r appo r t  carbone/azote  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

De nombreux  che rcheu r s  at tachent une impor tance  p r i m o r -  

d ia le  au  r appo r t  carbone/azote  e t  considèrent  l a  va leur  de celui -c i  comme  

l ' é l émen t  déterminant  de  l a  reproduct ion sexuée.  

1 )  Conditions expér imenta les  : 

Dans ce t t e  étude le mal tose  const i tue  l a  sou rce  de c a r -  

bone, l ' a sparag ine  e t  1 ' ac ide  Y amino-butyr ique in terviennent  s imul tanément  

e t  à pa r t  égale  comme s o u r c e s  d 'azote .  A chacune d e s  concentra t ions  d ' a -  

zote suivantes : 

50 ; 60 ; 75 ; 100 ; 125 ; 150 ; 200 m g  d ' azo te  p a r  l i t r e ,  nous avons  

fa i t  co r r e spond re  5 concentra t ions  en carbone : 

1 ; 1,  5 ; 2 ; 2, 5 e t  3 g d e  carbone.  



Figure 5 : Influence de l a  valeur du rappor t  carbone 
reproduction sexuée de galligena Bres .  

su r  la  

abs .  : concentration d'azote en mg/ l  fournie à égalité par l 'asparagine et  

Ilacide vamino-butyrique. 

o rde  : indice périthécial i.p. 

O - - 0 maltose 1 g. de carbone/l - maltose 1 ,  5 g. de carbone/l  

- maltose 2 g.  de carbone/l  

*....- • maltose 2 ,  5 g. de  carbone/l 

......... maltose 3 g. de carbone/l  



6.8 

C e  mode opéra to i re  p e r m e t  de  dt'finir pour d e s  concen-  

t r a t ions  d ' a zo t e  e t  d e  carbone d e  va l eu r s  abso lues  t r è s  d i f fé ren tes  d e s  r a p -  

por t s  carbone/azote  identiques ou t r è s  vois ins .  Ainsi  l e s  concentra t ions  en g. 

de  ca rbone / l i t r e  de 1 ; 1 , 5  ; 2 ; 2, 5 e t  3 correspondant  respec t ivement  aux 

concentra t ions  en mg  d lazo te / l i t r e  de  50, 75, 100, 125 e t  150 sont  dans  le 

m ê m e  r appo r t  C/N éga l  à 20. L e s  va l eu r s  d e s  r appo r t s  C/N étudiés  sont 

compr i s e s  e n t r e  5 e t  60. 

L e s  résu l t a t s  d e  ce t t e  étude sont r e p o r t é s  dans  l a  

f igure  n o  5. 

L e s  résu l t a t s  expér imentaux met tent  en  va leur  l ' i m p o r  - 

tance du r appo r t  C/N dans  l ' induction sexuée d e N .  gal l igena.  

Des  rappor t s  C /N s u p é r i e u r s  à 25 inhibent l a  f ruc t i f i ca -  

tion parfa i te  d e x .  gall igena qu 'e l les  que soient  l e s  t eneu r s  en  carbone e t  

en azote.  Inversement ,  l e s  r appo r t s  C /N compr i s  e n t r e  5 e t  25 ini t ient  

l e s  pé r i thèces  :i des  concentra t ions  de  carbone e t  d 'azote  cons idé r ée s  jus-  

qu ' a lo r s  c o m m e  inhibi t r ices .  Ains i  a u  cou r s  de s  expér iences  p récéden tes ,  

nous avions p r6c i s é  que, pour d e s  concentra t ions  d 'azote  de  50 - 75 mg/ l ,  

d e s  taux de carbone supé r i eu r s  à 2 g/l, soient  de s  r appo r t s  C /N d e  L'ordre 

de 30 2 40, empêchent  l a  fo rmat ion  d e s  a s coca rpes .  Dans l a  p r é sen t e  ex -  

pér ience ,  c e s  données sont con f i rmées ,  m a i s  si pour d e s  t eneu r s  en c a r -  

bone identiques,  l e  rappor t  C /N  e s t  r a m e n é  à une valeur  voisine d e  15 par  

uile concentrat ion en azote  de 200 mg/ l ,  on note encore  la  p r é sence  de  pé-  

r i thcces .  L e  rappor t  C/N in tervient  donc d 'une man iè r e  dé te rminan te  dans 

;ri reproduction sexuée bien plus que l e s  va l eu r s  absolues  d e s  concentra t ions  

de carbone e t  d 'azote .  C e s  d e r n i è r e s  semblen t  ne s t imu le r  l a  d i f férencia-  

:ion sexuée que dans  l a  m e s u r e  où un r appo r t  C /N favorab le  , induit c e  

-hénomène. A ce t  égard ,  des  concentra t ions  en carbone de  1 ,  5 g / l  e t  en  

azote de 75 ing / l  définissent  un r appo r t  opt imal  C/N éga l  à 20 e t  amplif ient ,  

d'ane m a n i è r e  significat ive,  l e  n o m b r e  d e s  a s coca rpe  s f e r t i l e s  de N. 
gall igena.  



DISCUSSION. 

Les  "témoins zéro"  de  toutes nos  expér iences  c ' es t -à -d i re  l e s  

milieux dépourvus d 'azote  ou de carbone ont démont ré  l e s  besoins absolus  

de-NU g a l l i ~ e n a  pour c e s  é léments .  L 'ut i l i sa t ion du mal tose  ne r ep ré sen t e  

pas  un aspect  spécifique du métabol isme de K. galligena puisque de  nom-  

b reux  chercheurs  notamment HALL (1 971), LACOSTE et  col. (1 972) e m -  

ploient ce composé pour obtenir de s  pér i thèces  de  Sordar ia  f imicola e t  

dfArachniotus a lbicans .  L a  fructif ication abondante de - N. galligena s u r  m i -  

l ieu eau de pomme de t e r r e  suggérai t  que l 'amidon ou un de s e s  dé r ivés  : 

maltose  ou glucose consti tuerait  s ans  doute une source  de carbone app ré -  

c iée .  L'emploi du mal tose  confirme l e s  vues de  COCHRANE (1 958) se lon 

lesquelles l e s  d i  ou polysaccharides s t imulent  l a  reproduction sexuée plus 

que l e s  hexoses.  Une vi tesse  d 'hydrolyse ou de métabolisation plus lente 

maintenant, un taux de carbone optimal pendant une plus longue période suf- 

f i t-el le à expliquer,  selon l a  théor ie  de  BRETZLOFF (1954), l a  supé r io r i -  

t é  du màltose s u r  l e  glucose dans l ' induction sexuée ?. Les  concentrations 

inhibitr ices différentes de c e s  2 composés  l e  l a i s sen t  supposer.  

L e s  nombreux ac ides  aminés  p ré sen t s  dans l ' e au  de pomme de t e r r e  e t  

d ive r s  travaux expérimentaux (NICHOLAS, 1965) plaident e n  faveur d 'une 

source  azotée composée pa r  un mélange d 'amino-acides  plûtot que par  un 

seu l  de ces  co rps .  Nos expér iences  où un mélange de plusieurs  ac ides  a m i -  

né s  pourvoit aux besoins azotés  de>. palligena ne  s ' avèren t  pas concluantes 

Nous avons adopté une solution mixte  : l ' a sparag ine  assoc iée  à l ' ac ide Yami-  

no-butyrique constitue l a  source  d 'azote  l a  plus favorable à l a  reproduction 

sexuée d e N .  galligena. Le  rôle  de  l ' a sparag ine  s u r  le  développement pé-  

r i thécia l  a déjà é té  m i s  en évidence par  TIMNICK et col. (1951) chez Dia- 

porthe phaseolarum e t  par  WESTE e t  col. (1963) chez Ophiobolus gramin is .  

L 'emploi  de l ' ac ide  y amino-butyrique para î t  plus spécifique e t  son effi- 

caci té  supér ieure  à celle de  l 'ac ide glutamique e s t  cur ieuse vu l eu r  i n t e r -  

conversion a i s s e .  E n  effet l ' ac ide  yamino-butyrique cède son groupement 

aminé  à l ' ac ide céto-glutarique pour f o r m e r  l ' ac ide  L glutamique e t  l ' a -  

cide butyrique e t  à l ' inverse  l a  décarboxylation enzymatique de l ' ac ide  glu- 

tamique conduit à l ' ac ide Y amino-butyrique. 



Pour fructifier sexuellementN. galligena requiert  des  teneurs  en 

carbone et  en azote t r è s  faibles. Les quantités de carbone (1, 5 g/l)  initiant 

l a  différenciation sexuée sont t r è s  infér ieures  à cel les  que préconise 

HAWKER (1 939 - 1951). De même les  taux d'azote voisins de 75 mg/ l  s t i -  

mulent la  fructification d e K .  galligena m a i s  auss i  des  Leptosphaeria,  

(LACOSTE, 1964) ou encore de Venturia inaequalis (ROSS e t  BREMMER, 

1971). Ces différentes concentrations définissent un rapport carbone/azote 

optimal égal à 20 mais  des valeurs C/N compr ises  entre 5 et  25 demeurent 

inductrices,  corroborant  ainsi  l e s  travaux de  CAMPBELL ( 1958), de 

CURTIS (1959), de WESTE (1970), de HALL (1971). Un rapport  C/N fa-  

vorable permet  d 'étendre la gamme des  concentrations de carbone et  d 'azote 

efficaces m a i s ,  dans l e  cas  de K. galligena, cel les  -ci  n'atteignent jamais 

l e s  proportions fixées par HANLIN (1961) qui obtient des  pér i thèces de 

Nectria gliocladioides, sur  un milieu contenant 2 p. 100 de glucose. L'action 

du rapport C/N e s t  prépondérante mais  l e  mécanisme physiologique par  

lequel elle contrôle l a  reproduction sexuée r e s t e  indéterminé. Quoique des  

quantités t r è s  élevées de carbone, tout en favorisant la croissance mycé-  

lienne, inhibent la  formation des périthèces,  on ne peut cependant pas en  

déduire que l ' initiation et  la maturation sexuelles sont dépendantes d'un a r -  

r ê t  du développement mycélien ou d'un épuisement du milieu. El les  sont 

conditionnées par  un état  d'équilibre par t icul ier  où le  rapport  puis la va-  . 

leur  des concentrations d'azote et  de carbone jouent un rôle pr imordial .  

II - INFLUENCE DES ELEMENTS MINERAUX E T  DES VITAMINES. 

1 - Etude de la  composition minérale  du milieu : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Certains  auteurs  imputent à l 'apport  minéral  de la gélose 

l e  fait que l e s  substrats  gélosés engendrent de meil leurs  résu l ta t s  que l e s  

milieux liquides. Les analyses spectrographiques de MILLER (1 956) de 

l ' eau  gélosée mais  auss i  de l ' eau  de pomme de t e r r e  gélosée précisent  ces  

idées.  P a r  a i l leurs  BURTON (1966) détaille la composition minéra le  des  

cendres de tubercule de pomme de t e r r e .  Nous retenons de c e s  travaux 



que l e s  é léments  suivants  f o rmen t  l ' e s s e n t i e l  du contenu m i n é r a l  d e  l ' e a u  

de  pomme de  t e r r e  : potass ium,  phosphore ,  magnés ium,  ca lc ium,  souf re ,  

sodium,  f e r ,  zinc, manganèse ,  cu iv re ,  bore,  molybdène e t  a luminium.  

De nombreux  t r avaux  a n t é r i e u r s  aux nô t r e s  e t  d e s  expér ien-  

c e s  personnel les  r e l a t i ve s  3 l ' inf luence d u  potass ium,  phosphore,  m a -  

gnésium e t  soufre ont  démontré  l e  c a r a c t è r e  indispensable de  c e s  é léments  

dans  l a  c ro i s s ance  e t  l a  reproduction sexuée  de - N. galligena. Nous envisa-  

ge rons  donc uniquement c i - ap r è s  : 

- l ' é tude du f e r ,  du zinc,  du manganèse  e t  du cu ivre  ; 

- l ' é tude du b o r e ,  du molybdène e t  d e  l ' a lumin ium ; 

- l ' é tude du ca lc ium ; 

dont l e s  r ô l e s  dans l e  métabol isme inducteur des  pé r i thèces  pouvaient pa-  

r a î t r e  plus a léa to i re .  

Condit ions expér imenta les  : 

L e  mil ieu  de b a s e  ayant  s e r v i  à toutes l e s  expér imenta -  

t ions e s t  l e  suivant : 

. . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . .  K H 2 P 0 4 . .  .O, 8 g D m a l t o s e .  . 3 , 7  g 

. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . .  MgS04, 7 H 2 0  0 , 2 5  g A s p a r a g i n e . .  .180mg 

. . . . . . . . . . . . . . . .  ... Thiamine .10C pg Acide yamino butyrique 300mg 

Pyridoxine . . . . . . . . . . . . . . .  100 Pg 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  Biotine .5 pg Eau  1 OOOml 

1 ) I>- 

n è s e  e t  de cu iv re  : 

a -Conditions ------------ expé r imen t a l e s  ----------- : ........................ 

P o u r  cette étude nous ajoutons au  mil ieu  de  ba se  : 

. . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . .  MoNa204 ,  H 2 0  1 m g  B03H3. 3 mg.  



Le f e r ,  le zinc, le manganèse e t  l e  cuivre sont introduits 

dans le milieu sous forme de sulfates. 

. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . .  FeS04,  7H20. (1 0 mg)  MnSO4, H 2 0  (5 mg) 

. . . . . . . . . . . .  ZnSO,, 7H20. (1 0 mg)  CuS04, 5H20. . . . . . . . . . . .  (1 mg).  

Nous déterminerons successivement l'influence de d iverses  

concentrations de f e r ,  de zinc, de manganèse, et de  cuivre su r  la formation 

des périthèces de N. galligena. Chaque s é r i e  d ' e s sa i s ,  concernant l 'étude 

des  variations quantitatives d'un seul élément,  s 'effectue toujours en p r é -  

sence des 3 aut res  dont les  concentrations, f igurées ci-dessus en t re  paren-  

thèses,  demeurent constantes. 

Nous avons employé les  concentrations suivantes : 

Ils sont exprimés dans la figure n o  6. 

Le f e r  et  le zinc sont indispensables à l 'initiation des  pé-  

ri thèce s de N. galligena. Ils représentent un besoin nutritionnel spécifique 

de la  reproduction sexuée puisque leur absence n'entraîne pas une inhibi- 

tion de la croissance mycélienne. Les courbes d'efficacité des diver se s  

concentrations de f e r  et  de zinc sont semblables,  on observe une grande s t i -  

mulation des ascocarpes de N. galligena pour des teneurs  en sulfate de f e r  

et  de zinc égales à 15 mg/l  ce qui correspond à environ 3 mg de f e r  ou de 

zinc par l i t re .  Chez N. galligena, le f e r  ne peut pal ier  l 'absence du zinc 

et réciproquement, ma i s  cer tains  auteurs (KOEHN, 1971 ; McHAW et  

J OHNSON, 1970) accordent un rôle plus essent iel  au zinc. Le zinc agirai t  

au niveau des mécanismes régulateurs régissant  l e s  rapports en t r e  les  mé ta -  

bolismes glucidique e t  azoté. Des taux de sulfate de f e r  ou de zinc supér ieurs  



Figure 6 : Influence de l a  concentration des éléments minéraux, 

t 
zinc -manganèse -cuivre s u r  la reproduction sexuée de N. 

i.p. - 
ligena Bres.  

abs.  : concentration des d ivers  sulfate en mg/l  

ord. : indice périthécial. I.P. 

- sulfate de f e r  

sulfate de  zinc 

- sulfate de manganèse 

f e r  - 
gal- 

A .......... A sulfate de cuivre 



à 20 mg/ l  deviennent toxiques e t  entrahient une diminution du nombre des 

périthèces.  C e s  résul ta ts  sont en accord avec ceux de nombreux chercheurs.  

L'induction sexuée de=. galligena ne dépend pas du cuivre et  du manganèse. 

Ces  2 s e l s  minéraux interviennent uniquement dans la stimulation de la  dif- 

férenciation sexuée. Les concentrations de sulfate de manganèse comprises  

entre 1 e t  5 mg/ l  soit  environ 0, 3 à 2 mg de manganèse par  l i t r e  augmentent 

l e  nombre de périthèces.  Mais, à 20 mg/l ,  le manganbse devient inhibiteur 

de la reproduction sexuée a lors  qu'il n 'exerce  aucun effet défavorable sur  

la  croissance mycélienne. La toxicité du cuivre lo r s  du développement de 

N. palligena apparaît  nettement pour des  teneurs  en sulfate de  cuivre dépas-  - 
sant 5 mg/ l  e t  des  taux supérieurs  à 20 mg/l  inhibent totalement la f ruct i -  

fication et  sont de plus t r è s  néfastes pour l a  croissance mycélienne. Cette 

toxicité du cuivre e s t  mise  à profit par  l e s  arboricul teurs  qui emploient des  

bouillies cuivriques pour enrayer  la maladie du chancre dans l e s  vergers .  

P a r  contre de faibles concentrations de sulfate de cuivre,  s i tuées entre  0, 5 

et  1 mg/ 1 soit  O ,  1 à 0,2 mg de cuivre par  l i t re ,  s ' avèrent  optimales pour 

la  fructification parfaite. 

Influence de l 'aluminium, du bore et  du molybdène : 

a - Conditions expérimentales : ------------ ----------- ........................ 

Préalablement à cette expérimentation, on complète le 

milieu de base  par l e s  composés suivants : 

. . . . . . . . . . .  C ~ ( H ~ P O  ) , H 2 0 . .  . . . .  0.4 g MnS04, H20 . .  5 mg 
4 2 

. . . . . . . . . .  . . . . . . . .  FeS04 ,  7H20. .  15 mg CuS04, 5H20. .  1 mg. 

ZnS04, 7H20. . . . . . . . . . .  15 mg 

L'aluminium, le  bore e t  l e  molybdène sont introduits sous 

forme drA1C1 de BO H et de  MoNa204, H O aux concentrations de O ; 
3' 3 3 2 



------- - -------- . . . . 

+ .  

, , .On constate que ces  composés ne modifient pas d'une m a -  '. ! . ' ) " .  . . .. . 
- ,  

' 1  . . ,  
, , n iè re  perceptible l e  nombre de périthèces de N. galligena qui e s t  équivalent l: ' ,  . 

13, ' .  . . .  '4 ,,;; , . . 
y ., .:. . Rn l 'absence ou en la  présence de ces  3 composés.  Il nous a semblé: que l e s  . . .? . 

. . .. ., 

-;"' .J., . . " "  I ."concentrations de 0 ' 5  mg/l  pour AlCl de 3 mg/ l  pour BO H et de 1 mg/ l  
<&' ., ' 3' 3 3 
4, - . :! , . 
J--, ,, '- pour MoNa O H O peuvent ê t r e  adoptées. On peut remarquer  que le bore .. , . . ,:. : 
,;?, :.-. ;,<& 

u'.. 
2 4 '  2 '. :* . 7 

- G  8 ,. ' 

$ .? _.. .* et l e  molybdène sont des  éléments constitutifs des  milieux synthétiques utili- .4 , 
, - 

. , . -. 
',- - 1 

., , i-sés par CURTIS (1969), McONIE-SNYDER (1966) pour la production des a s -  8 q  

,,' .' , . -. < ,. , . '_-  . 
li *? '  

;'., L 
,. .cocarpes de Nectria haematococca e t  de Gnomonia fructicola. L'aluminium 

.,;a . , 
2 '$ :"'.. ,i. '. 8 . ,,:,  fait  partie de solution oligodynamique (HELLER) e t  c ' e s t  seulement à ce  t i t r e  
J -'. , Y , ,  . , 

y ,' M ,&,, qu'i l  a pu ê t r e  utilisé dans les  milieux de culture fongique. 
, A 'Y, 

3)  Influence du calcium : 

Le rôle du calcium dans la reproduction sexuée e s t  t r è s  
1% . 

controversé.  Pour cer tains  auteurs  (CURTIS, 1969 ; HALL, 1971 ; ROSS 
. . 
, '. : e t  co l . ,  1971) le  calcium n 'exerce aucun effet su r  la  formation des a scoca r -  

$ 
1 

pes  de Nectria haematococca, de Sordaria fimicola ou de Venturia inaequalis. 
. \ 

I *  ' , D'autres  chercheurs  reconnaissent le  calcium comme indispensable à l a  
r . ,  

croissance mycélienne de Phytophtora cryptogea (ERWIN et co l . ,  1961), à 

. l a  maturat ion des s t ruc tures  sexuelles de Podosordaria leporina (KOEHN, 
1 - 

,. ' 1971) et de divers  Pythium sp. (YANG et co l . ,  1965, LENNEY et co l . ,  1966). 

> .  t a  

Pour BASU (1 951 - 1958), le calcium constitue un facteur indispensable de 

l ' initiation de périthèces de Chaetomium 9. et un élément nutritionnel spé-  

cifique de la reproduction sexuée. 

C e s  résultats contradictoires nous ont incité à étudier plus 

particulièrement l'influence du calcium su r  l a  formation des ascocarpes de 

._ 1 N . galligena . - 

NOUS additionnons au mil ieu de base les  éléments 

suivants : 



. . . . . . . . . . . . . .  . . . . .  F e S 0 4 ,  7 H 2 0 . .  15 m g  CuS04,  5 H 2 0 .  1 m g  

ZnSO , 7 H 2 0 . .  . . . . .  .15 m g  MnS04, H 2 0  . . . . . . . . . . . . . .  5 mg  
4 

BOJH3. . . . . . . . . . . . . .  3 m g  MoNa O H 2 0 . .  . . . . . . . . . . . .  
2 4 '  1 m g  

Nous avons étudié l ' inf luence d e s  concentra t ions  d e  phos- 

phate monacalcique C a ( H  P O  ) H O suivantes  : 
2 4 2 ' 2  

O 5 0 100 200 4 O O 800 mg/ l  

c e  qui implique respec t ivement  d e s  t eneurs  en  ca lc ium e t  en phosphore  de : 

O 8 16 3 2 64 128 m g / l  de  ca lc ium 

e t  de O 12 24 4 8 9 6 192 m g / l  de phosphore  

Afin de d i s soc i e r  l ' ac t ion  éventuelle de c e s  deux é léments ,  nous avons  en-  

t r e p r i s  t r o i s  nouvelles s é r i e s  d ' e s s a i s  à p a r t i r  : 

- d'un mélange de  ch lo ru r e  de ca l c ium (CaC1 ) e t  de phosphate mono-  
2 

sodique ( N ~ H  P O  H 0) qui fourni t  des  t aux  e n  ca lc ium et  en phosphore  iden-  
2 4' 2 

tique à ceux définis  p récédemment .  

- de ch lorure  d e  calc ium uniquement aux  concentra t ions  en  calc ium 

de  O 8 16 3 2 64 128 mg/ l  

e t  en phosphore nulle 

- de phosphate monosodique aux concentra t ions  en  ca l i cum nulle e t  

en  phosphore de 

O 12 24 48 96 192 mg/1. 

Dans  cet te  expér ience ,  nous  avons voulu p r é c i s e r  l ' e f fe t  

éventuel  du phosphore dû à l ' incorporat ion du  phosphate monocalcique.  Aus s i  

nous entendons pa r  "milieu témoin sans  phosphore"  l ' absence  d 'un  appor t  

supplémentai re  d ' é l émen t s .  Mais  en réa l i t é ,  l e  mi l ieu  n ' e s t  j ama i s  dépourvu 

de  phosphore puisqu' i l  contient toujours  0 , 8  g de  phosphate monopotas sique.  

L e s  r é su l t a t s  obtenus sont  r e p r é s e n t é s  dans l a  f igure  n o  7. 

Le  ca lc ium n ' e s t  pas e s s en t i e l  à l ' ini t iat ion de  l a  r ep roduc -  

tion sexuée de K. pal l igena m a i s  il 1s s t imu le  d e  façon t r è s  net te .  De plus 

l ' influence du ca lc ium s e  t radu i t  s u r  la morphologie  d e  pér i thèces  qui  sont  



Figure  7 : Influence du calcium su r  la  reproduction sexuée de 
Nectria galligena Bres .  

Nota : Dans le milieu minéral ,  le phosphate monopotassique e s t  constant. 

m.. - . .  a influence du phosphate monosodique : témoin sans  calcium 

- 4 influence du phosphate monoalcalique 

M influence du chlorure de calcium : témoin sans  phosphore 

*..........a influence du chlorure de calcium e t  phosphate monosodique 

i . .  indice périthécial (ord. ) 

Ca 
calcium 

P phosphore. 



de plus grandes dimensions et de  couleurs plus vives. Une teneur en calcium 

égale à 128 mg/l i t re  inhibe la formation des  ascocarpes  tandis que 15-20 mg 

de  calcium par  l i t r e  exercent un effet maximal  s u r  l e  nombre de fruct i f i -  

cations. Le phosphate monosodique induit des  pér i thèces en quantité égale 

à ceux apparus su r  mil ieu témoin sans calcium e t  sans  phosphore mise  à 

par t  la présence de ce  dernier  élément dûe à l 'addition du phosphate mono- 

potassique. Pourtant l e s  combinaisons, chlorure de calcium - phosphate 

monosodique, augmentent plus que le  chlorure de calcium, utilisé seul, l e  

nombre des  ascocarpes  d e x .  galligena. Le phosphate monocalcique semble 

moins bien convenir au  champignon. Pour  HENDRIX e t  col. (1969) le  ca l -  

c ium annule la  toxicité des  agents chélateurs,  on peut auss i  lui a t t r ibuer  un 

rô le  au niveau de la perméabili té membranaire .  

3 - Etude des  vitamines : - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

Selon BURTON (1 966), les  tubercules de  pomme de t e r r e  con- 

tiennent de la  vitamine C et surtout des vitamines du groupe B : la thiamine 

(ou aneurine ou vitamine B ),la pyridoxine ou vitamine B la riboflavine ou 
1 6 ' 

vitamine B l 'acide nicotinique (ou vitamine B ). De nombreux chercheurs  
2 ' 5 

ajoutent communément au  milieu de culture une solution vitaminique compre - 
nant,outre les  vitamines pr-6cédentes,l1acide para amino-benzoique, l ' inositol 

e t  la  biotine. Plus précisément  l e s  expériences de HAWKER (1939) s u r  

Melanospora destruens Shear. ; de ROBBINS et MA (1942), BARNETT e t  

LILLY (1947) sur  Ceratostomella fimbriata ; de LILLY et BARNETT (1947) 

s u r  so rda r i a  fimicola ; de  CAMPBELL (1 958) e t  de HOLMES (1 970) s u r  - Ce - 
r a tocys t i s sp .  ; de McONIE e t  SNYDER (1965) su r  Gnomonia fructicola et  de 

KAARIK (1960) sur  Ophiostoma SJ. montrent la prépondérance de la thiami- 

ne, de la  biotine et de l a  pyridoxine dans la  fructification parfaite de ces  

champignons. COCHRANE (1965) évoque l e  rôle des  vitamines qui, en tant 

que constituants ou cofacteurs d 'enzymes, interviennent dans la  métaboli- 

sation du carbone e t  de  l 'azote.  



P a r  su i t e ,  nous avons  étudié l ' influence de  la biotine, de  l a  

th iamine ,  de  l a  pyridoxine, de l ' a c ide  nicotinique e t  de  l a  riboflavine s u r  l a  

f ruct i f ica t ion parfa i te  de  & gal l igena.  

1 ) Conditions expér imenta les  : 

On incorpore  l e s  v i tamines  dans  l e  mi l i eu  témoin "T" 

suivant  : 

KH P O  4 . . .  . . . . . . . . . . . .  0 , 8  g . . . . . . . . . . .  
2 CuS04,  5 H 2 0 . .  1 mg 

. . . . . . . . . . . . .  . . . .  MgS04, 7 H 2 0 .  . . . . . . . . .  0 , 2 5  g B03H3 , 3 mg 

CaC12 . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 mg  MONa204. . . . . . . . . . . . . . . . .  1 mg 

NaH PO4, H 2 0 .  ......... 100 mg  Maltose.  . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 ,7g  
2 

F e S 0 4 ,  7H20 . . . . . . . . . . . .  15 mg  Aspa rag ine . .  . . . . . . . . . . . . . .  180mg 

ZnS04,  7 H 2 0 . .  . . . . . . . . . .  15 m g  Acide Yamino bu ty r i que . .  .. .300mg 

MnS 0 4 ,  H 2 0 .  . . . . . . . . . . . .  5 mg  Eau.  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  .1000ml 

L e s  vi tamines  sont  in t rodui tes  aux  concentra t ions  suivantes 

so i t  s eu l e s ,  soi t  se lon ce r t a i ne s  combinaisons  : 

Thiamine vitamine B 
1 100 ps/l 

Pyridoxine vitamine B 
6 1 00 d l  

Biotine vitamine H 5 d l  

Nicotinamide vitamine B 
5 100 pg/l 

Riboflavine vitamine B 
2 

100 rig/l. 

Nous avons obse rvé  l a  fructif icat ion sexuée d e  N. gall igena 

s u r  l e s  mi l ieux suivants : 

L'expér ience  12* T + ( B ~  t H t B6) x 2 indique, que,dans ce t  e ssa i ,nous  

avons  doublé l e s  concentrat ions d e s  3 v i tamines .  



' .  ..,. . 
. - L a  présence de la riboflavine dans l es  milieux 4 et 11, 

à, . .. - .' 
.+ " 

- ' 'semble ê t re  à l'origine du faible développement myc6lien et de l 'absence ç.-?' ' 
< <. p' 

.., , de  périthece observé c h e z 3 .  palligena. Pour CARLILE (1962), la r é -  3 q .  

, "7 ' 
i .  
, . gression de la croissance végétative de Phycomyces blakesleeanus,causée * ' ,  

"1 
. T  

par la riboflavine,peut ê t re  dQe à une photolyse non biologique de ce com- ,- +- 

< \  ,. 
.posé qui est alors transformé en un produit inhibiteur appelé lumichrome. 

A l'exception des milieux 4 et  11, tous les autres subs- 

t ra t s  favorisent la reproduction sexuée de N. gsrllinena. En particulier, la 

formation de nombreux ascocarpes sur le milieu témoin "T" dépourvu de 

vitamines semble démontrer queB.  galligena n'est pas exigeant vis à vis 

de ces facteurs de croissance. On enregistre des résultats comparables à 

ceux obtenus sur milieu témoin "T" dans les  cas  2 -3-5 et 8. 

Cependant on remarque que les  milieux 1 et 10 et plus 

encore 6-9 et 12 stimulent fortement la fructification parfaite. L'efficacité ' ,.. 4 
, 1- 

b %  déterminante de l'aneurine (vitamine B milieu 1) es t  renforcée par l 'ad-  . 7  - 
1 ' 

-., .. ... 
,l.. 

' 

dition de biotine (vitamine H, milieu 6) .  BRETZLOFF (1954) a déjà, précisé - . ,- - -  F i 3  
< .  i,, +7 * 

, <  - A.4 
l'action conjuguée de ces 2 facteurs de croissance et le  r61e enzymatique - ., Oer $ 

, . ?  

important de la biotine dans l'induction sexuée de Sordaria fimicola. L'exis - 
tence simultanée dans le milieu de culture (milieu 9) de la thiamine, de la 

t - * 
biptine et de la pyridoxine augmente de façon importante la quantité de pé- ' 

. , 
', , l  

.. , rithèces, l'effet synergique dQ à l'association de ces 3 facteurs es t  encore 
,.* 1 '  . . 
- . plus marquée lorsque leurs concentrations sont doublées (milieu 12). Le --* > 

substrat 12 réalise donc la meilleure combinaison vitaminique pour K. &- . , 

ligena. " .  .+' 

Les teneurs en thiamine, en biotine et en pyridoxine éga- 

les ,  respectivement à 200 pg, 10 pg et 200 pg., doubles de celles couram- 

ment utilisées, ne sont pas spécifiques à la reproduction sexuée d e x .  pal- 
* I 

ligena comme le prouvent HAYMAN (1963) et HALL (1971) qui incorporent .i;, . 
, -  ? 

; . ces facteurs de croissance à des concentrations semblables pour obtenir la , :c 
i' 1 

y'-> - &, -. , Y3  :s : i fructification sexuée de Rosellinia limoniispora et  de Sordaria fimicola. , . S.-\ < 
:'? 

b .  2 7  

, .i - 



Remarque : Nous avons vérif ié t l ' inf luence de  la concentration en  ions H du 

mil ieu synthétique s u r  l a  fructif ication sexuée de N. gall igena.  Nous avons - 
étudié l e s  p H :  3 - 4 - 5 - 6 - 7 - 8 - 9. 

Nous constatons que : 

- l e s  pH 5 e t  6 induisent beaucoup de  pér i thèces ,  l e s  pH 4 e t  7 t r è s  peu ; 

- l e s  pH 3 - 8 - 9 inhibent l a  différenciation sexuée et de  plus le  pH 3 

ne permet  pas la c ro i ssance  mycélienne.  

C e s  expér iences  confi rment  donc qu'un pH égal à 5, 5, e m -  

ployé durant  toutes  l e s  expér iences  précédentes ,  e s t  optimal. 

DISCUSSION. 

Au cours  de  ce  travail ,  nous avons envisagé l e s  d i v e r s e s  possibil i tés 

nutri t ionnelles favorables  à l a  format ion abondante e t  régu l iè re  de  péri thè- 

c e s  d e x .  palligena e n  culture liquide. Au t e r m e  de cet te  étude, nous pouvons 

admet t re  que l a  reproduction sexuée de  c e  champignon e s t  optimale lorsqu ' i l  

s e  développe s u r  un milieu liquide composé des  é léments  suivants : 

KH2P04 . . . . . . . . . . . . . .  0 , 8  g * B O ~ H ~  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 mg  * 
MgS04, 7 H 2 0 .  . . . . . . . .  0.25  g MoNa204, 2H20  . . . . . . . . . . . . .  1 m g  

* N ~ H ~ P O ~ ,  H 2 0 .  ....... .100 m g  i Thiamine . . . . . . . . . . . . . . . . . .  200 * . . . . . . . . . . . . . . . . .  * CaC12 . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 m g  Pyridoxine 200 pg 
k . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  FeS04 ,  7H20. .  . . . . . . . . .  15 m g  Biotine 10 Pg 

. . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ZnS04, 7 H 2 0 . .  15 m g  M a l t o s e . .  3 , 7  g 

. . . . . . . . . . . .  . . . . . . . . . . . . . . . . .  * MnS04, H2O. 5 m g  Asparagine .180 mg  

..... . . . . . . . . . . .  * C U S O ~ ,  5H20.  .1 mg  AcideYAmino Butyrique. 300 mg  

E a u  dis t i l lée  1000 ml .  

On peut dist inguer p a r m i  ce s  composés  ceux indispensables à l ' in -  

duction sexuge de ceux qui ag i ssen t  uniquement s u r  l a  st imulation du nombre 

d e s  a scoca rpes ,  c e s  de rn i e r s  étant  désignés  par  un a s t é r i sque  dans  le  t a -  

bleau précédent.  Ce t te  recherche  fait  apparaf t re  que l e s  va leurs  maximales  - 
de l a  c ro i ssance  mycélienne e t  de  la  reproduction sexuée requiè ren t  des  



besoins  nutri t ionnels qualitativement sur tou t  quantitativement dis t incts  voire 

antagonistes.  Cet te  r emarque  peut s ' app l iquer  a u s s i  à l a  comparaison co-  

nidi~genèse-fructification parfai te ,  en par t icu l ie r  on peut obse rve r  d e s  coni- 

d i e s  su r  l e s  mil ieux r i ches  en carbone (5  g de  carbone/ l )  qui inhibent pour-  

tant  l a  reproduction sexuée.  Nous avons obtenu s u r  ce milieu synthétique l i -  

quide des  a scoca rpes  f e r t i l e s  d e N .  galligena en t r è s  grand nombre  (envi-  

ron  3.000 par  fiole d e  ROUX) e t  l a  morphogenèse sexuée s e  déroule  de  

man iè re  semblable à cel le  décr i te  s u r  l e  mil ieu na ture l  eau de  pomme de  

t e r r e  (50 g/l).  
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ACTION DES FACTEURS EXTERNES SUR LA REPRODUCTION 

SEXUEE DE N .  GALLIGENA BRES. 

Tout en demeurant favorable à l'induction sexuée, un milieu peut, 

selon s a  nature chimique, modif ier  l 'action des  fac teurs  thermiques ou 

lumineux dans les processus sexuels.  Ainsi MANACHERE (1970) r e m a r -  

que  que, sous des conditions lumineuses identiques, les  potentialités de 

fructification du basidiomycète Coprinus congregatus var ient  avec la  com- 

position du milieu. De même,  d e s  teneurs  différentes de sulfate de cuivre 

influencent le rythme des zonations des  cultures éc la i rées  de Leptosphae - 
r i a  michotii (JEREBZOFF, 1969). Dans l e  cas  de=. galligena si ,  au cours - 
d'expériences préliminaires,  nous avons déterminé l e  rô le  de la tempéra-  

tu re  e t  de la  lumière,  ces  études ont été effectuées sur  milieu naturel gé- 

losé.  Aussi  ce chapitre a pour but de définir e t  de p réc i se r  l 'action de ces  

deux fac teurs  externes su r  la  reproduction sexuée d e N .  galligena en m i -  

lieu synthétique liquide. 

ACTION DE LA TEMPERATURE . 
- - - - - - - - - - - -  - _ - - - _ - _ - _ - _ - - - _ - _ - - - - - - -  

Chez les  champignons, la  température constitue un facteur écolo- 

gique ayant une action t r è s  importante sur  la reproduction sexuée. Elle 

motive souvent l 'utilisation, au laboratoire,  de valeurs  thermiques ana - 
logues à celles qui., dans la nature,  induisent l a  fructification fongique. 

Ainsi WICKLOW et  MALLOCH (1 971) justifient la formation des a s -  

cocarpes de Thelobolus sp. in vi t ro à 0°C  par son aptitude naturelle 



à s e  r ep rodu i r e  sous  la neige .  

De  plus,  l ' ac t ion  de l a  t e m p é r a t u r e  peut s ' e x e r c e r  d i f féremment  à chaque 

é tape du développement fongique. COCHRANE (1957) a déjà  souligné l'in<:- 

gal i té  de s  optima t he rmiques  de  l a  c ro i s s ance  végétat ive e t  de la  reproduc-  

t ion sexuée.  De m ê m e ,  on peut s e  demander  si l a  t empé ra tu r e  conditionne 

uniformément  l ' en semb le  de  la  morphogenèse  sexuée de N. galligena ou s i  

il e s t  poss ible  d ' env i sager  comme  HIRSCH (1 954) chez  Neurospora  c r a s s a ,  

que l ' in i t ia t ion e t  la  matura t ion  sexuées  sont  t r i bu t a i r e s  de t empé ra tu r e s  

d i f férentes .  Enfin, comme  l e  suggèrent  l e s  t r avaux  de LEACH (1971) s u r  la 

f ruct i f ica t ion parfai te d e  P l eospo ra  h e r b a r u m  peut-on concevoir  qu'une 

thermo-induct ion pu i sse  s e  subs t i tue r  à la  l u m i è r e  pour ini t ier  l e s  a s c o c a r  - 

p e s  de=. pall igena B r e s  ? .  

Nous aborderons  donc c e s  d ive r s  a spec t s  en  étudiant l ' influence t h e r  - 

mique  s u r  l e  développement d e B .  xa l l igena  cult ivé s u r  mi l ieu  synthétique 

l iquide.  

1 - INFLUENCE D E  LA TEMPERATURE SUR LA CROISSANCE E T  LA 

REPRODUCTION SEXUEE. 

Ce t te  expér imenta t ion a pour but de d é t e r m i n e r  l e s  t empé ra tu r e s  

opt imales  de  l a  c ro i s s ance  mycélienne e t  d e  la  reproduction sexuée de 

N. gall igena e t  d ' en  déf in i r  l e s  r appo r t s  éventuels .  E l l e  doit nous p e r m e t t r e  
7 

d e  p r é c i s e r  l e s  r é su l t a t s  déjà acqu is  s u r  mi l i eu  na tu r e l  gélosé.  

1 - Conditions expér imenta les  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

- Milieu : nous avons  défini p récédemment  la  composition ch i -  

mique du mi l i eu  synthétique que nous avons ut i l i sé  dans  tous l e s  c a s  sauf,  

dans  l ' expér ience  témoin ( T  1 8 ° C )  o ù z .  valligena s e  développe à 18°C s u r  

e a u  de pomme de t e r r e  (50  g/l). Toutes l e s  cu l tu res  ont é t b  r é a l i s é e s  s u r  

m i l i eu  liquide en f io les  de  ROUX. 



Figure 8 : Influence de  d iverses  tempéra tures  sur  la croissance et  
l a  reproduction sexuée d e z .  palligena cultivé su r  un milieu 
synthétique. 

E : apparition des 

ébauches. 

abs.  : jours de cultur 

ord.  : p o i d s d e m y c é l  
sec  en mg. 



- Lumiè re  : l e s  cul tures  sont soumise s  durant toute la  pé - 

r iode cul tura le ,  à une photopériode journal ière  de  12 heu re s  de l umiè re  

blanche a l ternant  avec  12 h e u r e s  d 'obscur i té  continue. 

- Tempéra tu r e  : a u  cours  de c e s  expér iences ,  l e s  t e m p é r a -  

t u r e s  demeuren t  constantes e t  sont égales  à : 10°C - 14°C - 18°C - 22°C - 

25°C. 

2 - Résul ta ts  : - - - - - - - - - 

L a  m e s u r e  périodique des  poids de  m a t i è r e  mycélienne s'eche 

nous  a p e r m i s  d ' é tab l i r  l e s  d i f férentes  courbes  de  c ro i s s ance  du champi-  

gnon. L ' impor tance  de  l a  reproduction sexuée e s t  évaluée par  l ' indice  pé- 

r i théc ia l  qui e s t  f o n c t i 0 n . d ~  nombre  de pér i thèces  f e r t i l e s  par  fiole de cul-  

t u r e .  

L e s  r é su l t a t s  l e s  plus significatifs  sont expr imés  dans  l a  

f igure  8 e t  dans  l e  tableau n o  4. 

C e s  r é su l t a t s  nous montrent  que l e s  t empé ra tu r e s  in tervien-  

nent sur tout  durant  la phase  init iale du développement mycélien.  Durant l e s  

5 p r e m i e r s  jours  de  cul ture ,  l a  v i t esse  de  c ro i s s ance  mycélienne e s t  p ro -  

port ionnelle à l a  t empé ra tu r e ,  e l le  e s t  grande à 25°C e t  faible à 10°C.  L e s  

d i f fé ren tes  t empé ra tu r e s  affectent peu l a  valeur  pondérale du m a x i m ~ i m  de 

c ro i s s ance  qui dépend du mil ieu nutritif m a i s  e l l e s  en modifient la  date d ' ap-  

par i t ion : a u  9ème jour de  cul ture  à 25"C, a u  22ème jour à 10°C. C h e z K .  

gall igena,  l a  c ro i s s ance  mycélienne e t  l a  reproduct ion sexuée sont opti- 

m a l e s  e n t r e  14°C e t  18 OC mais ,con t ra i rement  a u  développement végétatif,  

la fructif ication par fa i t e  ne  s 'accompli t  que pour de s  t empé ra tu r e s  infér ieu-  

r e s  à 20°C ce  qui dél imite  un in terval le  the rmique  plus é t roi t .  E n  effet ,  à 

20°C nous n 'avons observé  l a  format ion que de  quelques pér i thèces  f e r t i l e s  

en  mi l ieu  synthétique liquide e t  de  r a r e s  ébauches  s t é r i l e s  s u r  mi l i eu  natu- 

r e l  gélosé  ; à 22°C la s t é r i l i t é  de  & gall igena e s t  totale.  Malgré une bon- 

ne  c ro i s s ance  mycélienne de t r è s  nombreux pér i thèces  fe r t i l e s  sont  ob- 

tenus  à 14°C et  su r tou t  à 18 OC m a i s  l e u r s  d imensions  e t  l eur  maturat ion 



Tableau 4 : Influence d e  d i v e r s e s  t empé ra tu r e s  s u r  la  c ro i s sance  
e t  la  reproduct ion sexuée d e x .  gall igena.  

LEGENDE : 

T 18 : cul ture  s u r  mi l ieu  eau  de  pomme de  t e r r e  50 g/l à 18°C.  

T e m p é r a t u r e  
OC. 

c ro i s s ance  A 
mycél ienne B 

reproduct ion C 
sexuée D 

C r o i s s a n c e  mycélienne : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

A : poids en  m g  de  m a t i è r e  s èche  a u  5ème jour de cu l tu re .  

B : jour de  cul ture  () e t  valeur  pondérale e n  m g  du max imum 
de c ro i s  sance . 

Milieu na tu r e l  
Témoin 

18 

70 
(1 1 )  - 205 

11 - (205) 
3000 

Reproduct ion sexuée : - - --------------- . -  

1 
Milieu synthétique. l 

- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - . - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - + - - - - - - - -  

I 

1 O 14 18 2 2 25  

15 65 90 1 O0 140 
(22)-200 (1 5)-225 (1 1)-220 (1 0)-205 (9)-195 

23-(190) 15-(225) 11 -(220) O O 
1 O00 2500 3500 O O 

C : jour d 'appar i t ion d e s  p r e m i è r e s  ébauches  pér i thécia le  e t  poids () 
e n  mg du mycé l ium à c e  jour .  

D : indice pér i thécia l .  



semblen t  f avo r i s ée s  p a r  l e s  b a s s e s  t e m p é r a t u r e s  de l ' o r d r e  de 10°C .  Le 

momen t  d 'appar i t ion d e s  p r e m i è r e s  ébauches pér i théc ia les  repr6sen te  1'4 - 

l émen t  l e  plus remarquab le  de s  rappor t s  e n t r e  l e s  différenciat ions végéta-  

t ive  e t  sexuée .  Aux t e m p é r a t u r e s  de 10°C - 14°C e t  18"C ,  l ' in i t ia t ion s e -  

xuée s e  produit  toujours  au  s tade  de développement mycél ien  compr i s  en t r e  

l a  fin de l a  phase ac t ive  de c ro i s s ance  e t  l e  début de l a  période de s4nes -  

cence.  Ains i  la  fo rmat ion  des  p r e m i è r e s  4bauches ,  a u  I l è m e  jour à 18°C 

a u  15ème jour à 14"C,  a u  23ème jour à 1O0C, corncide avec l ' op t imum de 

c ro i s s ance  mycél ienne ou avec l a  période s ta t ionnaire  lui succédant .  La  

reproduct ion sexuée r equ i e r t  donc un é ta t  mycél ien  spécifique c r é é  p a r  un 

équi l ibre  e n t r e  le  m i l i eu  nutritif e t  le développement fongique e t  à p a r t i r  

duquel doit  s ' e x e r c e r  effectivement l ' influence d e s  d i v e r s e s  t empé ra tu r e s .  

A c e  moment  ~ r é c i s ,  d e s  va l eu r s  the rmiques  peu di f férentes  (18°C ou 21  O C )  

or ientent  l e s  potential i tés mycél iennes  v e r s  l e s  voies sexuée ou végétative. 

II - INFLUENCE DES CHANGEMENTS DE TEMPERATURE SUR LA 

MORPHOGENESE SEXUEE. 

Au cou r s  de c e  t r ava i l ,  - N. galligena e s t  soumis  durant  la  m ê m e  p4- 

r iode  cu l tu ra le  (30 j ou r s )  à des  var ia t ions  de  t e m p é r a t u r e  afin : 

! - de p r é c i s e r  à quel moment  l e s  t empé ra tu r e s  in tervien-  

nent  spécif iquement s u r  l e  métabo l i sme  fongique pour in i t ier  la  r e -  

production sexuée  ; 

2 - de d é t e r m i n e r  l ' ac t ion de s  t e m p é r a t u r e s  é levées  s u r  

l 'évolution de l a  différenciat ion sexuée depuis l ' induction jusqu'à la  

matura t ion  d e s  a s c o c a r p e s  ; 

3 - d ' é t ab l i r  s i  un choc t he rmique , c r éé  p a r  un aba i ssement  

de  l a  t empéra tu re ,  peut r emp lace r  la  photo -induction indispensable 

à ia format ion d e s  pé r i thèces .  

Toutes  l e s  expér iences  ont été r é a l i s é e s  s u r  mi l ieu  synthktique li- 

quide r é p a r t i  en  f ioles d e  ROUX. 



1 - T r e m i è r e  expér ience  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Précédemmen t ,  nous avons suggéré  que l ' influence de s  t e m -  

p é r a t u r e s  s u r  l ' ini t iat ion d e s  a s c o c a r p e s  de N.  gal l igena e s t  l iée  à un é ta t  

mycé l ien  par t i cu l i e r  qui semble  a t te in t ,  h o r m i s  l e  t emps ,  indépendamment 

d e s  va l eu r s  the rmiques .  Toutefois ,  on peut s e  demander  si  l e s  t empé ra tu -  

r e s  ne conditionnent pas !a reproduct ion sexuée an t é r i eu r emen t  à ce s tade  

de développement. Afin de v é r i f i e r  c e s  hypothèses ,  nous avons  opéré  de  

la  rnanièr  e suivante.  

L e s  cu l tu res  de K. gall igena sont maintenues  à 25°C pendant 

5 - 8 - 11 - 14 ou 1 7  jours  a p r è s  l ' en semencemen t .  Dans chacun des  5 c a s  

en  vue d ' app réc i e r  l e s  in té rac t ions  l umiè r e  - t empé ra tu r e ,  un p r emie r  lot 

cu l tu ra l  e s t  placé à l ' ob scu r i t é  continue,  un second e s t  soumis  à une pho- 

topér iode journal ière  de 12 h e u r e s  de l umiè r e  blanche a l t e rnan t  avec  12 h.  

d ' obscu r i t é .  A la  sui te  d e s  d i f fé ren t s  p r é - s é jou r s  à 25"C,  l e s  f ioles de cul-  

t u r e  sont t r a n s f é r é e s  à 10°C - 14°C - 18°C  sous  un éc l a i r emen t  quotidien 

de  12 heu re s  de l umiè r e  blanche.  

L e s  r é su l t a t s  obtenus sont exp r imés  dans  l e  tableau n o  5 : 

Tableau 5 : Influence de l a  du rée  d 'un p r é - s é jou r  à 25°C su r  la 
reproduct ion sexuée d e x .  gal l igena B r e s .  

Durée  du p r6-sé jour  

éc la i rement  

LEGENDE. 

j  : jour d e  cu l tu re  

obs .  : Obscur i té  continiie 

L. : Photopériode journal ière  de 12 h e u r e s  d e  lumière  blanche 
alternarit  avec  12 h e u r e s  d 'obscur i t é .  

L e s  nombres  indiqués dans  chaque ca se  du tableau f igurent  l ' i nd ice  
pér i thécia l .  



C e s  r é su l t a t s  indiquent que l o r s  de  l a  phase végétat ive a n -  

t é r i e u r e  a u  développement opt imal  du champignon,  l e s  t empé ra tu r e s  ne 

provoquent aucune réac t ion  métabolique p résagean t  la  reproduction sexuee .  

Bien plus ,  de s  p r é - s é j o u r s  à 25°C de 5 e t  8  jours  s t imulent ,  pa r t i cu l i è -  

r e m e n t  s u r  l e s  cu l t u r e s  t r a n s f é r é e s  à 10" e t  14" ,  l e  nombre  des  a s c o c a r p e s  

qui appara i s sen t  p lus  p récocement .  On pouvait p révo i r  ce  phénomène par  

l e  f a i t  que de s  t e m p é r a t u r e s  é levées  (25°C)  accé l è r en t  la c ro i s s ance  mycé -  

l ienne qui parvient  plus rapidement  a u  s tade  opt imal .  

L a  p r é s e n c e  de  pér i thèces ,  aux  t e m p é r a t u r e s  de  1 0 ° ,  14" ,  

18°C  à l a  su i t e  d 'un p r é - s é jou r  à 25°C de  8 j ou r s  e t  a u  con t ra i re ,  l e u r  quas i  

ab sence  dûe à un p r é - s é jou r  à 25°C de 11 jours  l imi tent  avec p réc i s ion  l e  

s t ade  mycél ien  où l e s  t e m p é r a t u r e s  commencent  à or ien te r  (ou non) l e  mé - 

t abo l i sme  fongique v e r s  l a  différenciat ion sexuée .  E n  effet,  à 25°C l a  c r o i s -  

sance  mycél ienne e s t  opt imale  a u  9ème jour de  cu l tu re  ; la  sénescence  corn- 

m e n c e  a u  1 l è m e  jour .  L e  mycé l ium n ' e s t  the rmosens ib le  que pendant une 

pér iode  t r è s  b r ève .  

2 - Deuxième expér ience  : 

A l ' i n v e r s e  de  l ' expér ience  p récéden te ,  nous é tud i e rons ,  

a u  c o u r s  de c e  t r ava i l ,  l ' ac t ion  de s  t e m p é r a t u r e s  é levées ,  non pas  s u r  l ' ini-  

t iat ion,  m a i s  s u r  la matura t ion  des  a s c o c a r p e s  d e K .  gall igena.  

1 ) Conditions expér imenta les  : 

Duran t  5 - 8  - I l  - 14 - 17  - 20 - 25 jours a p r è s  l ' e n s e -  

mencement ,  l e s  cu l tu res  d e B .  galligena s e  développent à 18°C sous  un 

éc la i rement  photopériodique journal ier  de  12 h e u r e s  de lumière  blanche.  

A l a  sui te  d e  chacun de  c e s  d i f férents  p r é - s é j o u r s  à 18°C 

on t r a n s f è r e ,  à l a  t e m p é r a t u r e  de  25"C,  l e s  f io les  de cul ture  dont une p a r -  

t ie  e s t  ga rdée  à l ' ob scu r i t é  continue e t  l ' a u t r e  placée en lumière  blanche 

3 r a i son  de 12 h e u r e s  quotidiennes. 



2)  Résul ta ts  : 

Après  30 jours  de  cu l tu re ,  l e s  r é su l t a t s  obtenus sont 

rappor tés  daps l e  tableau n o  6. 

Tableau n o  6 : Influence de s  t e m p é r a t u r e s  é levées  s u r  l e  dévelop- 

pement  de N. gall l igena à la suite d 'un p r é  - sé jour  à 18°C.  

LEGENDE : 

L : cul tures  é c l a i r é e s  en lumière  blanche 12 h e u r e s  par  jour ,  

Obs. : cultures placées  à l ' obscur i t é  continue. 

le  signe + : indique la p ré sence  d 'ébauches ,  d ' a sques  ou d ' ascospores .  

le  signe - : indique l ' ab sence  d 'ébauches ,  d ' a sques  ou d ' ascospores .  

Dans l e s  m ê m e s  conditions, un p r é - s é jou r  cies cu l tu res  à 14°C e t  non à 

18" C donne d e s  résu l ta t s  identiques.  

L'inefficacité de s  p r é - s é jou r s  de  5 e t  8 jours  à 18°C ne nous 

étonne guère c a r  précédemment  nous  avions établi  que l a  t he rmos  ensibili  - 
t é  mycélienne n ' e s t  effective qu 'à  p a r t i r  d'un ce r t a in  s tade de  développement 

végétatif qui n e  semble  pas  at teint  au  8ème jour à 18" C. 

I 
Durée  du pré -sé jour  à : 5j. 
18°C  - L. I 

On pouvait cependant supposer que, dè s  l ' induction de s  

ébauches pgr i thécia les  ( l l è m e  jour à 18°C)  aucun fac teur  tout au  moins 

25j. 1 4  

+ +  
- 

- 

+ +  
- 
- 

8j. 

- 
- 
- 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
- 

- 

- 

25 OC 

1 1  

+ 
- 
- 

+ 
- 
- 

17j. 

- 

- 

- 
- 

Obs. 

L. 

20j. 

+ +  
+ +  
+ +  

t +  

+ +  
t +  

ébauches 

asques  

a s c o s p o r e s  

ébauches 

a sques  

a scospo re s  

I 

- 
- 

- 

- 
- 

- 



the rmique  n ' empêchera i t  l e  déroulement  no rma l  d e  l a  reproduction sexuée 

jusqu'à l a  format ion de s  a scospo re s .  Cet te  expér ience infirine notre hy-  

pothèse puisque de s  va leurs  the rmiques  élevées (2 5 OC), suppriment l ' ac t ion 

favorable d e s  b a s s e s  t e m p é r a t u r e s  (1 8"  C )  bien au-de là  du moment d ' a p p a r i -  

tion de s  p ropér i thèces ,  so i t  a p r è s  17 jours  de  cu l tu re  à 18 OC. Ces  hautes  

t e m p é r a t u r e s  inhibent donc l a  format ion de s  a sques .  De plus,  s i  à p a r t i r  

du 20ème jour de cul ture  à 18"C,  la  différenciation sexuée e s t  définitive- 

men t  ins ta l lée  e t  i r r é v e r s i b l e ,  une t empé ra tu r e  égale  à 25°C agit ,  au -  

delà  de ce t te  pér iode,  de  m a n i è r e  néfas te  s u r  l a  morphologie de s  a s c o c a r -  

p e s  qui sont  a l o r s  de  peti te t a i l l e  e t  de  couleur carbonacée.  

La régulation thermique ne  s e  l im i t e  pas à l ' ini t iat ion 

d e s  ébauches  m a i s  e l le  conditionne spécifiquement l 'évolution de la dif-  

férencia t ion sexuée jusqu'à l ' appar i t ion de s  a sques .  WICKLOW et  MALLOCH 

(1 971 ) constatent  que l e s  t empé ra tu r e s  é levées  diminuent l e  nombre d ' a s  - 
qiies pa r  pér i thèces  chez The l ebo lus sp .  m a i s  que l e  nombre d ' a scospo re s  

dans  chaque asque n ' e s t  pas  modifié.  De m ê m e  chez  N. gall igena,  seule  

la différenciation de s  a scospo re s  semble  indépendante de s  va leurs  t h e r m i  - 
ques dans  la m e s u r e  où c e s  d e r n i è r e s ,  a p r è s  la format ion de s  asques ,  n ' e m -  

pêchent pa s  celle de s  a scospo re s .  I l  semble  donc que l e s  hautes  t e m p é r a -  

t u r e s  (25°C)  ne bloquent pa s  la méiose  d 'où dér iven t  l e s  a scospo re s  m a i s  

que l ' inhibition thermique s ' e x e r c e ,  tout au moins  chez K. pall igena,  uni-  

quement s u r  l e  développement du sporophyte.  De nombreux au teurs  e t  no-  

t amment  HIRSCH (1954, LEACH (1971) soulignent l ' e f fe t  néfaste des  t e m -  

pé ra tu r e s  é levées  s u r  l a  matura t ion  de s  a scoca rpes  m a i s  a u s s i  s u r  l eu r  

morphologie.  

Le blocage de  l a  reproduction sexuée ,  par  l e s  t e m p é r a -  

t u r e s  é levées ,  à tous l e s  s t ades  évolutifs induits p a r  l e s  ba s se s  t e m p é r a -  

t u r e s ,  r ep ré sen t e  un moyen d 'é tude ~ a r t i c u l i k r e m e n t  in té ressan t .  I l  m é  - 
r i t e r a i t  une étude cytologique approfondie. 



3 - Tro i s i ème  expér ience  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

On peut supposer  que l e s  b a s s e s  t e m p é r a t u r e s  h ivernales  

e t  non l a  lumière  jouent un rô l e  p r imord i a l  dans  l ' induction des  pé r i thè -  

c e s  d e B .  gall igena.  E n  vue d e  vér i f i e r  ce t te  hypothèse ,  nous avons réa-  

l i s é  l ' expér ience  suivante : 

1 ) Conditions expér imenta les  : 

L e s  cu l tu res  sont  toujours  maintenues  à l 'obscuritc'  con-  

t inue.  

A l a  suite d ' u n  p r é - s é jou r  à 25°C d 'une  durée  de  5-8 e t  

11 jours ,  l e s  cu l tu res  sont a l o r s  p lacées  à 4 ° C  - 10°C  - 14°C e t  18°C.  

2) Résu l ta t s  : 

Dans tous l e s  c a s ,  on n ' a  j amais  obse rvé  des  pé r i thè -  

c e s  f e r t i l e s ,  ni d 'ébauches  pér i théc ia les .  

Chez& pal l igena,  il semble  que d e s  b a s s e s  t e m p é r a -  

t u r e s  4"  -1 0°C ou qu 'un choc the rmique  soient  incapables  d ' induire  la  r e p r o -  

duction sexuée en l ' ab sence  d e  l umiè r e .  C e s  r é su l t a t s  sont en contradic-  

t ion avec  ceux obtenus par  LEACH (1971) s u r  P l eospo ra  he rba rum,  par  

BAKER e t  WARE (1962), WILSON (1968) e t  WILSON c t  BAKER (1969) 

s u r  Hypomyces solani  f .  sp. cucurbi tae .  C e s  c h e r c h e u r s  révèlent  que d e s  

t e m p é r a t u r e s  de 4"à 10°C init ient  l e s  p r imord iums  d e s  chanipignons main-  

tenus à l ' obscur i t é  continue. I l s  voient en ce  fa i t  un phénomène analogue 

à l a  vernal isa t ion aux  b a s s e s  t e m p é r a t u r e s  d e s  végétaux supér ieur  S .  

E n  conclusion,  a u  cours  de ce  t r a v a i l  nous avons pu 

p r é c i s e r  : 

1 - que l e s  t e m p é r a t u r e s  constantes supé r i eu r e s  à 20°C inhibent 

l a  reproduction sexuée qui e s t  optimale à 18°C e t  14°C  ; 



2 - que l a  régulation thermique du métabol i sme sexué ne s ' e x e r -  

ce qu 'à  p a r t i r  d'un stade optimal de  c ro i ssance  ; 

3 - que l e s  t empéra tu re s  supér ieures  à 2 0 ° C  annulent l 'effet  induc- 

t e u r  d e s  t empéra tu re s  efficaces depuis l 'appar i t ion des  ébauches jusqu'à 

l a  format ion d e s  asques  ; 

4 - que d e s  bas se s  t empéra tu re s  ne peuvent remplacer  le s t imulus  

lumineux dans l ' initiation de  la reproduction sexuée .  

ACTION DE LA LUMIERE . 
- - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  

De nos t ravaux an t é r i eu r s ,  i l  résul te  que&. gall igena fait par t i e  

de s  champignons photosensibles pour lesquels l a  lumière  es t  indispen- 

sable à l ' accomplissement  de s  phénomènes sexués .  

L 'é tude de la  photo-induction des  pér i thèces  de N. galligena com-  

por te  une s é r i e  d 'expér iences  dest inées  à m e t t r e  en évidence : 

- la  durée d ' éc la i rement  favorable à l a  formation des  a s -  

cocarpes  fe r t i l es  ; 

- l e s  longueurs d 'onde lumineuse , responsables  de l ' i n -  

duction sexuelle ; 

- le  rôle de  l a  valeur  énergétique de l 'éc la i rement  s u r  l a  

fructification parfa i te .  

La connaissance p réc i s e  de  c e s  p a r a m è t r e s  s ' avè re  indispensable 

en vue de dé te rminer  u l té r ieurement  l a  nature  du sys tème photo-récep- 

t eur  p résen t  chez N. gall igena.  



CONDITIONS EXPERIMENTALES GENERALES. 

Pou r  r é a l i s e r  cet te étude de l ' ac t ion  de la  l umiè r e ,  nous  avons placé 

nos  cu l tu res  dans l e s  conditions suivantes  : 

- s u r  mil ieu eau  d e  pomme d e  t e r r e  (50 g/ l )  gé losé  p r i s  ini-  

t ia lement  comme  mil ieu  t émoin  ; 

- en mil ieu  synthétique liquide dont l a  composit ion chimique 

a été définie pa r  a i l l eurs  ; 

- à l a  t empéra t l l r e  de  18"  C + 0" 5 C .  

1 - DUREE E T  RYTHME DES IRRADIATIONS. 

Afin d e  p r é c i s e r  le t emps  d 'applicat ion du s t imulus  lumineux : 

- néces sa i r e  à la fo rmat ion  importante  d ' a s c o c a r p e s  ; 

- suffisant  au  déclenchement  de l ' induction sexuée ,  

nous avons   lacé l e s  cul tures  d e K .  gal l igena sous d i v e r s e s  conditions d ' é -  

c la i rement  en  l umiè r e  blanche. Au c o u r s  de  c e s  expér iences ,  l a  valeur 

énergétique du flux lumineux e s t  cons tamment  égale à 3.000 e r g s  cmm2sec-l . 

1 - Influence de  la  du rée  de s  i r rad ia t ions  quotidiennes : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Expér ience n o  1 : - 

Pendant 30 j ou r s ,  l e s  cu l tu res  de N. gal i igena sont sou-  

m i s e s  à des  i l luminations journa l i è res  de  : 

O 1 lh30 2 4 8 12 16  20 24 heures  

a l t e rnan t  avec  de s  pér iodes  obscu re s  de : 

24 23 22h30 22 20 16  12 8 4 O heure  S.  

La  f igure 9 rappor te  l e s  resu l t a t s  obtenus.  

A l ' obscur i t é  continue, l e  champignon ne f ruct i f ie  pas et  

demeure  à l ' é t a t  végétatif.  Mais  l e s  exigences  lumineuses  de - N. galligena 

sont  fa ib les  puisque d e s  i l luminations quotidiennes t r è s  b r è v e s  de  1 h à 2 h,  

soi t  a u  total  30 - 60 heu re s  d ' é c l a i r emen t ,  suffisent à induire  d e s  a s coca rpes  



Figure 9 : Influence de la  durée  des  i r radiat ions quotidiennes sur  
l a  reproduction sexuée d e x .  palligena Bres .  appliquées 
durant 30 jours.  
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Figu re  10 : Influence de l a  durée  d 'un p ré - sé jou r  à l ' obscur i té  s u r  
l a  reproduction sexuée de K. gall igena B r e  S .  soumis  ensuite 
à un éc la i rement  photopériodique. 

Conditions expér imentales  Résu l ta t s  a p r è s  30 jours .  

phase obscure  

phase de 12 h. d 'écla i rement  

j nombre  de  jours de  cul ture  

i- milieu na ture l  gélosé  

pl milieu synthétique liquide 

P nombre de  pér i thèces  p a r  tub,  



f e r t i l e s .  Des  photopériodes plus  longues st imulent  l e  nombre  de pér i thèces  

qui  e s t  m a x i m a l  pour un éc l a i r emen t  de  12 heu re s  d e  l umiè r e  blanche par  

jour .  Au-delà de 12 h e u r e s ,  un excès  d e  l umiè r e  rédu i t  quelque peu l e  nom-  

b r e  d e s  ébauches .  Toutefois ,  la l u m i è r e  continue n ' inhibe pas  l e  déroule-  

m e n t  n o r m a l  de  l a  f ruct i f ica t ion d e &  gall igena.  

2 - Moment d 'applicat ion du s t imulus  lumineux : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

P o u r  induire  l e s  pér i thèce  s  de Glomere l l a  cingulata,  STEVENS 

(1928) a démont ré  l a  néce s s i t é  d ' i r r a d i e r  l e  mycé l ium jeune e t  LEACH (1 964) 

provoque l a  fructif icat ion de  P l eospo ra  he rba rum p a r  1 seu l  éc la i rement  au 

4ème  jour de  cul ture .  De m ê m e  on peut supposer  que l a  reproduction sexuée  

d e N .  gall igena ne requ ie r t  p a s  un éc la i rement  journa l i e r  appliqué de façon 

continue duran t  toute l a  pér iode cu l tu ra le .  

E n  vue de dé t e rmine r  l e s  phases  du développement fongique 

p rop ices  à l ' ac t ion de l a  l u m i è r e ,  nous avons r é a l i s é  l e s  2 expér iences  s u i -  

vantes  : 

1)  Influence d ' u n  p r é - s é jou r  à l ' ob scu r i t é  : expér ience  n o  2 : 

L e s  cu l tu res  de N. pal-ligena sont  maintenues  à 1' obscur i té  

continue, 6 ,  8 ,  10, 13, 15 ou 18 jours  a p r è s  l ' ensemencement  puis é c l a i r é e s  

à r a i son  de 12 h e u r e s  de l u m i è r e  pa r  jour jusqu'au 30ème jour .  

L e s  r é su l t a t s  sont exp r imés  dans  la f igure  10. L e s  cu l -  

t u r e s  i r r a d i é e s  à la sui te  d 'un p r é - s é jou r  à l ' obscur i t é  continue d 'une du -  

r é e  in fé r ieure  ou égale à 10 jours  p résen ten t  un t r è s  grand nombre  de p é r i -  

thèces  f e r t i l e s .  P a r  con t re ,  l ' e f f icaci té  du s t imulus  lumineux s 'affaibli t  

f o r t emen t  a p r è s  1 3  jours  d ' incubation à l ' obscur i t é  continue e t  devient nulle 

si l ' i l luminat ion survient  a p r è s  une pér iode obscure  de 18 j ou r s .  

L ' é c l a i r emen t  doit donc débuter  duran t  la phase active de  

c ro i s s ance  mycélienne,  l ' e f f i cac i t é  lumineuse  e s t  t r ibu ta i re  d e s  potential i-  

t é s  métabol iques  d 'un mycé l ium jeune e t  non de l a  senescence  ou de  l ' épu i -  

s emen t  du mil ieu  nutri t i f .  C e s  observat ions  cor roboren t  c e l l e s  de LACOSTE 

( 1  961) effectuées s u r  Leptosphaer ia  typhae. 



Figure  11 : Influence de la  durée d 'un éclairement précoce sur  la 
reproduction sexuée d e B .  galligena Bre S.  

C onditions expérimentales Résultats 

a phase obscure 1-1 milieu naturel gélosé 

17 phase d76clalr  ement 1-1 milieu synthétique liquide 

j nombre de jours de culture P nombre de périthèces par  tube. 



2 )  Action d 'un éc l a i r emen t  p r écoce  : expér ience  n o  3 : 

Dès  l e  repiquage,  l e  mycé l i um s e  développe sous  une a!- 

t e rnance  de 12 h e u r e s  d e  l umiè r e  e t  de  12 h e u r e s  d 'obscur i t é  pendant 1 ,  2 ,  

3, 4. . . 14, 15  jours  puis  l e s  cu l tu res  sont  g a r d é e s  à l ' ob scu r i t é  continue 

jusqu'au 30ème jour .  

L a  f igure  11 r é s u m e  l e s  r é su l t a t s  obtenus qui d i f fèrent  

sens ib lement  se lon l a  na tu r e  solide ou liquide du  subs t ra t .  

Su r  e au  d e  pomme de t e r r e  gélosée ,  un éc l a i r emen t  p r é -  

coce  durant  l e s  5 p r e m i e r s  jours  déclenche brusquement  la  reproduct ion 

sexuée.  L e s  pé r i t hèce s  sont a l o r s  l oca l i s é s  en  1 seule  auréo le  à prox imi -  

té de  l ' implant '  a u  niveau du mycé l ium i r r a d i é .  E n  mil ieu  synthétique liquide, 

l a  réponse  du champignon au s t imulus  lumineux e s t  plus lente ,  l e s  p r e m i e r s  

a s coca rpes  appa ra i s s en t  dans l e s  cu l tu res  ayant  subi 7 jours  d ' i r rad ia t ion ,  

l e u r  nombre  s ' a c c r o î t  p rogress ivement  proport ionnellement à l a  du rée  de 

l ' é c l a i r emen t  e t  ils sont  r é p a r t i s  uniformément  à l a  su r face  du mi l i eu .  L ' ap-  

pl icat ion du photo-s t imulus  pendant 12 à 13 jours ,  soi t  150 h e u r e s  de  l u -  

m i è r e ,  induit de  nombreuse s  f ruct i f ica t ions  quel  que soit  l e  mi l i eu .  

L ' a r r ê t  de s  i r r ad i a t i ons ,  avant  m ê m e  la  fo rmat ion  de s  

ébauches pér i théc ia les ,  n 'empêche pa s ,  cependant,  l e  dé rou lement  no rma l  

de  l a  reproduct ion sexuée.  Le  développement complet  de s  a s c o c a r p e s  n ' ex i -  

ge  donc pas  la p r é sence  de  l umiè r e  dont l ' e f fe t  s e  prolonge bien au-delà  du 

t e m p s  d 'applicat ion du s t imulus  lumineux.  C e s  fa i t s  suggèrent  que l e s  il- 

luminations provoquent d e s  réac t ions  photo-chimiques qui déclenchent l e s  

p r oce s sus  sexue l s .  C e s  2 expér iences  démont ren t  que le s t imulus  lumineux 

doit  ê t r e  appliqué s u r  l e  mycé l ium jeune, en  voie de c ro i s s ance ,  soi t  avant  

l e  13ème jour de  cu l tu re .  Durant  ce t te  pér iode,  d e s  i r rad ia t ions  p r écoces  

suffisent  à o r i en t e r  l e  métabo l i sme  du champignon qui peut a l o r s ,  s ans  l e  

r e c o u r s  d i r e c t  d e  l a  l u m i è r e ,  achever  son développement.  Mais  l e  nombre  

d ' a s coca rpes  induits  dans  c e s  conditions (1 3 jours  de l umiè r e )  d e m e u r e  néail- 

moins  in fé r ieur  à celui  obtenu s u r  d e s  cu l tu res  i r r a d i é e s  pendant 30 jours  

à r a i son  de 12 h e u r e s  de  l umiè r e  pa r  jour.  



3 - Effet  d 'une  application unique du s t imulus  lumineux : expér iences  

n o  4 - 5 - 6  

L a  r é g r e s s i o n  de  l ' e f f i cac i t é  lumineuse  à p a r t i r  du 13ème 

jour de développement (exp. n o  2) - la fo rmat ion  de  pér i thèces  f e r t i l e s  pa r  

d e s  éc la i rements  quotidiens d'une d u r é e  d e  1 h e u r e  (exp. n o  1 )  - l ' e f f e t  in-  

ducteur des  i r r ad i a t i ons  p récoces  (exp.  n o  3) l a i s sen t  p révo i r  qu'une seule  

e t  brève période lumineuse  e s t  suscept ib le  de  déclencher  l ' induction sexuée.  

Au cou r s  de  c e  t r ava i l ,  nous avons voulu d é t e r m i n e r  l e  t emps  

d ' i r rad ia t ion  m i n i m a l  néce s sa i r e  au  déclenchement  de l a  reproduct ion sexuée.  

Nous avons subs t i tué  à l ' é c l a i r emen t  photopériodique employé a n t é r i e u r e -  

ment  un photo-st imulus unique dont l a  d u r é e  e t  l e  moment  d 'applicat ion sont 

va r iab les .  

1 ) Conditions expér imenta les  : 

L e  sé jour  (30 jours )  à l ' ob scu r i t é  continue d e s  cu l tu res  de 

N. gall igena e s t  i n t e r rompu  chaque jour duran t  s a  phase ini t iale (du l e r  au - 

12ème jour)  pa r  une seule  illumination d 'une  du rée  de : 

- 144 h e u r e s  expér ience  4 

- 72 h e u r e s  expér ience  5 

- 12 h e u r e s  expér ience  6.  

C e s  du rée s  d ' é c l a i r emen t  ont é té  u t i l i sées  c a r ,  d ' a p r è s  

l e s  résu l t a t s  d e s  expér iences  n 0 2  e t  3 : 

- 144 h e u r e s  représen ten t  l a  d u r é e  totale d e s  i r rad ia t ions  photopé- 

r iodiques qui, à r a i son  de 12 heu re s  p a r  jour durant  l e s  12 p r e m i e r s  jours  

de  cul ture ,  induisent  dans d e s  propor t ions  convenables la  f r uc t i f ka t i on  p a r -  

fa i te .  

- 72 h e u r e s  constituent de l a  m ê m e  façon l a  somme  h o r a i r e  d e s  i r -  

radiat ions qui, appliquées pendant l e s  6 p r e m i e r s  jours de  développement,  

déclenche l e s  phénomènes sexués .  

- 12 h e u r e s  de  l umiè r e  peuvent ê t r e  en fa i t  suffisantes pour provoquer 

la  reproduction sexuée  dans  l a  m e s u r e  où l e  mycé l ium s e  t rouve dans  s a  pha- 

se de grande photosensibil i té .  



Figu re  1 2  : Influence d 'un photostimulus unique de 144 heu re s  s u r  l a  
reproduction sexuée de N. gall igena B r e s .  
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Figu re  1 3  : Influence d 'un photostimulus unique de 72 h e u r e s  s u r  la  
reproduct ion sexuée de N. gal l igena B r e  S .  

C onditions expér imentales  Résul ta ts .  
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P nombre  de pér i thèces  par  tube 
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Figure  14 : Influence d'un photostimulus unique de  1 2  h e u r e s  s u r  
l a  reproduct ion sexuée de  K. galligena B r e s .  
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2) Résu l ta t s  : 

L e s  f igures  1 2 - 13  - 14 expr iment  l e s  r é su l t a t s  obtenus. 

C e s  expér iences  démontrent  que l ' induction de  la  f ruct i  - 
f ication parfai te d e x .  galligena ne  s ' opè re  que s i  l e  mycél ium,  l o r s  de l ' i r -  

radiat ion,  a d6jà at teint  un s tade de  développement bien défini : soient l e s  

5ème et  7ème jours  de c ro i s s ance  respect ivement  s u r  mil ieu gélosé e t  en  

mi l ieu  liquide. 

Ainsi ,  s u r  subs t ra t  gélosé,  un éc la i rement  de 144 heu re s  durant  l e s  6 p r e -  

m i e r s  jours  ou de  72 heu re s  du 2ème au 5ème jour ou de  12 heures  au 5ème 

jour induit sensiblement  le  m ê m e  nombre  de pér i thèces .  P a r  contre ,  toutes 

l e s  i l luminations de 72 heu re s  ou de  12 heu re s  précédant  l e  5ème jour de  

cul ture  sont ineff icaces .  L 'expér ience  3 au  cours  de  laquelle l e s  cul tures  

i r r a d i s e s  12 heu re s  par  jour pendant 4 jours r e s t en t  s t é r i l e s ,  corroborent  

c e s  observations. Un ra isonnement  semblable e s t  applicable aux résu l ta t s  

obtenus en mil ieu liquide avec  cependant un r e t a r d  de 2 jours .  

De m ê m e ,  c e s  expér iences  confirment qu'un pré -sé jour  à 

l ' obscur i t é  continue excèdant 11 jours  affaiblit l ' e f f icaci té  du st imulus lumi-  

neux. 

N. galligena présen te  donc une photcl- sensibi l i té  optimale 
7 

e n t r e  le 7ème et  l e  1 l è m e  jour de  s a  c ro i ssance ,  en  par t i cu l ie r  l e s  9ème 

e t  lobme jours .  Durant c e s  2 jours ,des  éc la i rements  de cour te  durée  (12 h )  

donnent naissance à des  fructif ications parfa i tes .  Mais  l a  p résence  d 'un pe-  

t i t  nombre  de pér i thèces  f e r t i l e s  d 'une par t ,  d 'ébauches  pér i thécia les  avor  - 

t é e s  avant l ' a scosporogenèse  d ' a u t r e  pa r t ,  indique qu'une seule  i r radia t ion 

d 'une durée  de  12 heu re s  r ep ré sen t e  le  minimum lumineux requis  pour d é -  

c lencher  l ' induction sexuée.  P a r  contre  l 'application aux 9ème et  1 Oème 

jours  de c ro i ssance  d'un seu l  s t imulus  de 72 heu re s  de  l umiè re  provoque 

l a  format ion de  nombreux a scoca rpes  fe r t i l e s  e t  s e  révèlent  même  plus actif 

qu'un éc la i rement  de plus longue du rée ,  par  exemple  de 144 heu re s .  



L e s  r é su l t a t s  des  r e c h e r c h e s  re la t ives  aux exigences  lu -  

mineuses  de l a  f ruct i f ica t ion d e z .  gal l igena nous permet tent  d ' o b s e r v e r  que : 

1 - l ' ex i s tence  d 'une  phase  photo-sensible du 7ème a u  i l è m e  

jour de développement a u  cou r s  de  laquelle l e s  é c l a i r emen t s  appli-  

qués auron t  un pouvoir d ' induction max imum.  Cette eff icacité lumi - 

neuse  opt imale  coincide avec ilne in tense  activi té anabolique du my-  

cé l ium ; 

2 - duran t  l a  phase photo-sensible ,  une seule  i l lumination d 'une 

durée  de 12 h e u r e s  suffit à déc lencher  l ' induction sexuée e t  c o r r e s -  

pond a u  s eu i l  d 'ef f icaci té  du s t imulus  lumineux,  un éc l a i r emen t  unique 

de 72 h e u r e s  provoquant une réponse  opti-male ; 

3 - l a  f e r t i l i t é  d e s  a s c o c a r p e s ,  m a l g r é  l ' i n te r rup t ion  des  i r -  

radia t ions  avant  l ' appar i t ion d e s  pr imordiums,  semble, p rouver  que l a  

l umiè r e  n ' in te rv ien t  pas d i r ec t emen t  s u r  l a  suite du p r o c e s  s u s  sexué.  

L' induction sexuée t radui t  une act ion photo-chimique p r écoce  de l a  

l umiè r e  or ientant  défini t ivement l e  métabo l i sme  mycél ien  v e r s  la  

fe r t i l i t é .  

- ACTION DES LONGUEURS D'ONDE. 

P a r  l ' emp lo i  de radia t ions  monochromat iques ,  de nombreux  c h e r -  

cheu r s  ont pu d é m o n t r e r  l e  rô le  spécif ique de  ce r t a i ne s  longueurs  d 'onde 

dans  l ' induction sexuée fongique e t  plus pa r t i cu l i è rement ,  l a  g rande  effi- 

caci té  d e s  rad ia t ions  de A in fé r ieure  à 51 0 n m .  

Afin de  d6 t e rmine r  l ' ac t ion d e s  i r r ad i a t i ons  monochromat iques  dans  

l a  reproduction sexuée d e x .  g a l l i ~ e n a ,  nous avons ut i l i sé  d i v e r s e s  lumiè-  

r e s  : proche ul t ra-viole t te ,  bleue, v e r t e ,  rouge e t  blanche dont l e s  é m i s -  

s ions  spec t r a l e s  e t  l e s  va l eu r s  énergét iques  du f lux lumineux, m e s u r é e s  

a u  niveau de s  cu l t u r e s  sont  r e p r é s e n t é e s  dans  la f igure  15 ( a b c d e ). 



Figure 15 a ,  b, c ,  d, e : Emission spectrale et  valeur énergétique 

Lumière bleue (b) 

de  l 'éclairement émis  pa r  les  tubes fluorescents Sylvania. 
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I l  appara î t  a l o r s  que s i  l e s  émiss ions  spec t r a l e s  de s  tubes f luorescents  

proche U .  V. - ver t  e t  rouge,  sont homogènes e t  délimitent  un domaine spec -  

t r a l e  bien défini,  au  con t r a i r e  l e s  tubes f luorescen ts  de couleur bleue produi-  

sent  de s  radia t ions  v e r t e s  pa r a s i t e s  qui nous obligent dans  ces  conditions à 

une cer ta ine  prudence quant à l ' i n te rpré ta t ion  du rô le  de s  radiat ions bleues 

dans  la fructif ication parfa i te  de  K. galligena. 
- 1 

De plus c e s  graphiques met tent  en évidence 1 ; ~  fo r te  énergie  ( 5 .  000  e r g s  crn-2sec 

du flux lumineux produit p a r  l e s  tubes f luorescen ts  ve r t s ,  d'une valeur double 

de  ce l le  é m i s e  par  l e s  a u t r e s  rayonnements  lumineux employés ,  e t  qui peut-  

ê t r e  à l 'or ig ine  d 'effet  secondaire .  

C e s  r é s e r v e s  étant  fa i t es ,  nous avons e n t r e p r i s  l e s  recherches  su i -  

vantes  : 

1 - Influence de s  éc l a i r emen t s  monochromatiques journal iers  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
expér ience n o  7 : - - - - - - - - - - - - - - - -  

1) Conditions expér imentales  : 

Pendant 30 jours ,  de s  cu l tu res  d e x .  galligena sont sou-  

m i s e s  aux conditions suivantes : 

- soi t  selon une a l t e rnance  de  12 heu re s  de  l umiè re  e t  de 1 2  h e u r e s  

d 'obscur i t é  ; 

- soi t  selon une a l t e rnance  de  l h 3 0  de  l u m i è r e  e t  de 22h30 d 'obscu---  

r i t é .  Cet te  de rn i è r e  expér ience e s t  dictée par  l e  souci  de  mieux app réc i e r ,  

d 'une par t  l ' e f f icaci té  d e s  longueurs d'onde g r âce  à la  diminution de  l a  quan- 

t i t é  d ' é c l a i r emen t  fournie,  d ' a u t r e  par t ,  l e  to ta l  h o r a i r e  (45 heu re s )  de c e s  

b r èves  i r rad ia t ions  ( 1  h 30) se  rapproche beaucoup de l a  durée  du photo-st i-  

mulus  unique de 48 h e u r e s  uti l isé par  la  suite e t  il doit a ins i  nous pe rme t t r e  

de  compare r  l ' influence du rythme des  éc la i rements  s u r  la  fructification par  - 
fa i te .  

Dans l e s  2 c a s ,  l ' éc la i rement  e s t  a s s u r é ,  de 5 man iè r e s  

di f férentes ,  p a r  de s  radiat ions proche ul t ra-viole t te ,  bleue,  ve r te ,  rouge 

e t  blanche,  c e s  d e r n i è r e s  se rvan t  de témoin.  



Figure  16 : Influence de la  durée  des  éc la i rements  monochrornatiquc 

journal iers  eur l a  reproduction eexuée de& galligena Bre  S. 

applique's durant  3 0 jours , 
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2 )  Résultats : 

I l s  sont expr imés  dans la figure 16. 

Quelle que soit  l a  durée des  irradiations,  on constate l ' inef- 

ficacité totale de la  lumière rouge c ' e s t  à d i re  des longueurs d'onde supérieu- 

r e s  à 625 n m  qui ne provoquent la formation d'aucune ébauche périthéciale. 

L'apparition d 'ascocarpes  ferti les de - N. palligena éclai- 

r é  par des  radiations vertes (500 nm(h <570 nm) d'une durée journalière 

de 12 heures  ou même de 1 h 30 infirme l e s  conclusions de LEACH et col. 

(1966) - CURTIS (1 971) - LEATH (1971) qui n'obtenaient aucun périthèce 

de Pleospora herbarum - Nectria haematococca - Leptosphaerulina briosiana 

soumis à d e s  éclairements  de supérieure à 51 0 nm. Cependant chez gal - 
ligena, bien que l 'énergie  soit fournie à un niveau beaucoup plus élevé, les 

radiations compr ises  entre  500 e t  600 n m  stimulent la  reproduction sexuée 

plus faiblement que l a  lumière blanche. P a r  contre l e s  lumières  bleue et  pro-  

che ultra-violette sont t r è s  efficaces,  on remarque en  effet la grande photo- 

sensibilité d e a .  galligena pour ces  radiations qui déclenchent la  formation 

d'un nombre maximal  de périthèces.  

L e s  brèves i r radiat ions quotidiennes d'une durée de lh30 

n'empêchent pas l e  développement des  fructifications parfaites de N. gal l i -  

gena recevant le flux lumineux d e s  tubes fluorescents ver t s  et canfirment 

l e  pouvoir inducteur des  radiations ver tes  pour des quantités d 'éclairement 

faible S. 

2 - Déclenchement de l a  fructification par une seule application du . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
photo-stimulus : - - - - - - - - - - - - - -  

1) Expérience n o  8 : 

Cette expérience es t  comparable à cel les  déjà effectuées 

(expériences n o  4 -5 -6)  en lumière  blanche. Des éclairements  en lumière 

de WOOD (proche U.  V. ) bleue, verte ou blanche d'une durée de 24 ,  48 ou 

72 heures  interrompent uniquement aux 5ème, 9ème et 1 l è m e  jours de c ro is  

sance le séjour à l 'obscurité continue de N. galligena. 



Figure  17 : Influence de la  du rée  d 'un photostimulus unique 

de  24, 48 ou 72 heu re s  en  l umiè re  monochromatique 

s u r  l a  reproduction sexuée d e B .  gallipena. 
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C onditions expér imentales  Résul ta ts  



La  f igure  17 r appo r t e  l e s  r é su l t a t s  obtenus en mil ieu  

synthétique liquide. 

Appliqué au  9ème  jour de c ro i s s ance ,  un éc la i rement  en  

l u m i è r e  bleue d'une d u r é e  de  48 h e u r e s  r ep r é sen t e  l e  t r a i t emen t  lumineux op- 

t i m a l  pour l e  déclenchement de l a  reproduct ion sexuée.  I l  témoigne à l a  fo i s  

de ld grande photo-sensibil i té  du mycé l ium e t  de l ' e f f i cac i t é  pa r t i cu l i è re  

d e s  radia t ions  bleues.  D 'au t re  p a r t , s i  l 'effet  inducteur d e  la  lumière  ve r t e  

s e  conf i rme e t  correspond aux données  opt imales ,  nous ne  poukrons expl i -  

quer  la  re la t ive  inefficacité du rayonnement  proche U . V .  

2) Expér ience  n o  9 : 

Afin d ' év i t e r  l e s  inconvénients dûs  aux  va l eu r s  énergé-  

t iques  t r è s  d i f férentes  du flux lumineux &mis  pa r  l e s  tubes  f luorescents  u t i -  

l i s é s  au l abora to i re ,  nous avons e n t r e p r i s  nne expér ience  à l ' i l luminateur  

spec t ra l  du Phytotron où l e s  cul t i i res  d e K .  gal l igena ont é té  exposées  à 

d i v e r s e s  radia t ions  de valeur  energét ique identique. 

Le  spec t r e  d ' ac t ion  de l a  l umiè r e  s u r  l ' ini t iat ion sexuée de 

N. galligena avec  l ' i l lumina teur  spec t r a l  du Phytot ron,  a  pu ê t r e  p r é -  -- 

c i s é  pa r  application, a u  Sème jour de  culture,  d 'un photo- s t imulus  unique d 'une 

d u r é e  de 1 2  heu re s .  Nous avons ut i l i sé  l e s  radia t ions  d e  k : 31 0, 405, 420 ,  

440, 460, 480,  505, 525, 545, 560, 575, 595, 615, 625, e t  640 nm,  la  bande 

passan te  e s t  d 'environ I O  nm.  P o u r  toutes c e s  radiat ions, interrompant du-  

r a n t  12 heu re s , l e  sé jour  à l ' ob scu r i t é  continue d e a .  ga l l i e ena  - l a  valeur  de 
- 2  -1 

l ' é c l a i r emen t  at teint  2. 000 e r g s  c m  s sauf à 310 n m  où e l le  e s t  égale  

Cet te  expér ience  effectue'<- su r  mi l i eu  gélosé  n ' a  pu ê t r e  

r épé t ée ,  l e s  résu l t a t s  obt enus f iguren t  dans lé tableau ri0 7. 
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I 

Tableau no 7 . -4ction d e s  longueurs.dlonde s u r  la reproduction sexué 

de-N. galligena. 

LEGENDE : 

T~ 
lumière blanche : 12 heures  d ' i r radiat ion au 5ème jour de 
culture . 
6bs curité continue. 

n:p. . : nombre de périthèces par  tube. 

Cette expérience corrobore les  résul ta ts  déjà acquis quant 

à l 'efficacité optimale des  longueurs d'onde inférieure à 500 nm. On note 

auss i  l'induction sexuée déclenchée par la  radiation 310 nm malgré un éclai,- 

remènt  énergétique faible. En  conclusion, à l 'exception des radiations rou- 

ges ,  une gamine de longueurs d'onde t r è s  étendue peut provoquer la  repro-  

duction sexuée de K. palligena. Si l'on s e  réfère  aux travaux de WINSTEAD 

et col. (1966) su r  Glomerella magna e t  de HOGENSON e t  col. (1971) sur  

L e n t o s ~ h a e r i a  avenaria,  on constate que l'induction sexuée de N. palligena 

pa r  des  radiations ver tes  ne constitue pas un fait par t icul ier .  K. galligena 

présente  cependant une grande photo-sensibilité aux radiations proches U.V. 

e t  bleu'es qui stimulent fortement la  reproduction sexuée. A cet égard, nous 

ne pensons pas que l 'efficacité de la lumière bleue soit  imputable, même 

partiellement,  aux radiations ver tes  "parasites" qui accompagnent l ' émis -  

sion lumineuse des tubes fluorescents de couleur bleue, comme l 'expérience 

n o  9 nous le  démontre.  



III - INFLUENCE DE LA VALEUR ENERGETIQUE DES ECLAIREMENTS. 

S i  l 'on  tient compte d e  l ' expér ience  n o  9, il appa ra î t  que N.  galligena - 
peut f ruc t i f i e r  sous  d e s  rayonnements  energét iques  t r è s  différents 1 50 ou 

- 2 - 1 - 2 
2 .  000 e r g s  c m  s e c .  e t  m ê m e  l ' éne rg i e  impor tan te  (5000 e r g s  c m  sec .  - ' )  

produite p a r  la l u m i è r e  ve r t e  n ' inhibe pas  l a  fo rmat ion  de s  a s coca rpes .  D 'une 

façon  généra le ,  l e s  cu l tu res  d e x .  g a l l i ~ e n a ,  au  c o u r s  d e s  différentes exp4- 

-2  -1  r i e n c e s ,  ont reçu un éc l a i r emen t  dont la  va leur  moyenne de 3000 e r g s  c m  sec .  

co r r e spond  à celle généra lement  ut i l isée pour induire  l a  reproduction sexuée 

chez d ' a u t r e s  e spèce s  fongiques.  

Mais, s i  au c o u r s  de c e  t r ava i l ,  nous avons employé des  é c l a i r emen t s  

ne  pa r a i s s an t  pas d isconvenir  à la  fructif icat ion par fa i t e  de N. gall igena,  nous - 

n 'avons  pu toutefois e n  p r é c i s e r  l e s  va leurs  l imi tes  ( in fé r ieure  et  supé r i eu r e ) .  

L a  méconnaissance d e  ce s  s e u i l s  energét iques  nous  empêche de  définir  l ' a c -  

t iv i té  de l ' é c l a i r emen t  et  d ' i n t e r p r é t e r  le  r ô l e  qu ' i l  joue dans  l 'eff icacité d e s  

longueurs  d'onde. On peut s e  demander ,  p a r  exemple ,  si  le  pouvoir d ' in -  

duction d e s  radia t ions  ve r t e s  ne  provient pas ,  en g rande  par t i e ,  de  l ' éne rg i e  

é levée  é m i s e  par l e s  tubes f luorescen t s  v e r t s .  

Des  r eche rches  u l t é r i eu r e s  s ' imposen t  donc,afin de résoudre  le p r o -  

b lème suivant : dé t e rmine r  pour  chaque longueur d 'onde la  gamme des  éne r  - 
gies  ef f icaces  et  l e u r s  opt imums.  C e s  données sont  essen t ie l l e s  pour com-  

p r e n d r e  l e s  mécan i smes  photo-récepteur  s de  N. gal l ipena.  Il e s t  t r è s  p ro  - 

bable qu 'e l les  conf i rmeront  l e s  expér iences  de LEACH e t  TRIONE (1966) 

s u r  P l eospo ra  h e r b a r u m  qui mont ren t  que lo r sque  la sensibil i té  du champi-  

gnon déc ro î t  en fonction de la longueur d 'onde de s  i r rad ia t ions ,  l e s  éc la i -  

r e m e n t s  doivent ê t r e  de plus longue durée  e t  plus énergét iques .  

CONCLUSION. 

E n  fonction du s tade  d e  développement mycé l ien ,  du t emps  d 'appl ica  - 

t ion e t  d e  l a  qualité du s t imulus  lumineux, l ' ac t ion de l a  lumière  s e  t radui t  

de d i v e r s e s  man i è r e s .  



L a  photo-sensibil i té de  N. galligena dépend de s a  croissance mycé-  

lienne. La récept ivi té  du  mycél ium à la  l umiè re  débute a u  7ème jour de  

cul ture  en  milieu synthétique liquide, c ' e s t  pourquoi de s  p ré  - sé jours  à 

l ' obscur i té  de  cette du rée  ou m ê m e  de 10 jours  n'affectent pas l 'efficacité 

d e s  radiations lumineuses ,  qui s ' a v è r e  de plus en plus faible lorsque la  

période initiale obscure  excède 1 1  jours e t  qui devient nulle au-delà du 18ème 

jour. 

Appliquées e n t r e  l e s  7ème et l l è m e  jours  de  croissance,  des i r r a -  

diations t r è s  b rèves  (1 2 heu re s )  déclenchent l e s  phénomènes sexués  e t  

correspondent  a u  seui l  d 'efficacité lumineuse m a i s  le  petit nombre d 'ébau-  

ches  pér i thécia les  ou d ' a scoca rpes  fo rmés  démontre  l a  nécess i té  d ' éc la i -  

r e r  plus longtemps l e s  cu l tu res .  La st imulation sexuée e s t  donc t r ibu ta i re  

de  l a  durée  des  illuminations m a i s  aus s i  de  leur  rythme c ' e s t  pourquoi un 

s t imulus  lumineux unique de 144 heures  exe rce  un effet moindre s u r  l a  

reproduction sexuée qu'un écla i rement  d 'une durée  égale mais  appliqué 

quotidiennement à ra i son  de 12 heures  pendant 12 jours .  Selon l e  mode d ' ap -  

plication des  i r rad ia t ions ,  on peut d i ssoc ie r  l e s  principales étapes de l a  

fructif ication parfa i te  e t  s i  l ' ac t ivi té  lumineuse s e  manifeste par  une modi-  

f ication du métabolisme, comme cela a é té  démontré  en part iculier  par  

VIALA e t  VIDAL (1972), il devient possible de  c a r a c t é r i s e r  biochimiquement 

chaque s tade du développement sexuel de-. gall igena.  

Nos moyens expérimentaux ne nous ont pas  pe rmis  de définir de  fa -  

çon r igoureuse l e  spec t r e  d 'action de la  l umiè re  s u r  l a  reproduction sexuée 

de  pallieena. - L' impossibi l i té  d 'opérer  avec  des  radiations monochroma - 

t iques de longueurs d'onde bien définies sous  des  écla i rements  énergétiques 

p réc i s  e t  égaux,nous oblige à ent reprendre  d e s  expé r i ences  u l té r ieures .  On 

ne  peut re ten i r ,  de  ce  t ravai l ,  que l ' inefficacité des  radiations rouges 

( h > 625  nm)  e t  l a  grande stimulation du nombre  d e s  ascocarpes  due à d e s  

éc la i rements  en l umiè re  proche ultra-violette e t  bleue. 



C H A P I T R E  V I  : 

1"diSE EN EVIDENCE D'UN FACTEUR SPOROGENE BIOSYNTHETISE 

SOUS L'ACTION DE LA LUMIERE. 



RISE EN EVIDENCE D'UN FACTEUR SPOROGENE BIOSYNTHETISE 

SOL'S L 'ACTION DE LA . LUMIERE. 

,=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=- 

L e s  réac t ions  de s  champignons à l a  l u m i è r e ,  no tamment  l ' induction 

ou l a  st imulation de la  reproduct ion p a r  d e s  i r rad ia t ions ,  ont posé  le p r o -  

b l ème  de l a  photoréception chez c e s  o rgan i smes .  

On n ' a  pas encore  pu m e t t r e  en évidence un composé mycél ien  en -  

dogène p r é  exis tant  aux radia t ions  e t  dont l e  rô le  s e r a i t  de  cap te r  l ' éne rg i e  

photonique pour l a  t r a n s m e t t r e ,  sous  une au t r e  f o r m e ,  à d e s  molécules  

in tervenant  dans  d e s  p roce s sus  biologiques. De plus ,  aucune analyse  n ' a  

r é v é l é  l a  p résence  d 'un t e l  composé  possédant  un s p e c t r e  d 'absorpt ion qui 

cor responde  exactement au  s p e c t r e  d 'ac t iv i té  d e  l a  l u m i è r e  s u r  la  

reproduct ion et  à celui  de l ' absorp t ion  de l ' o rgan i sme  cons idéré .  De ce 

fa i t ,  l ' ex i s tence  d 'un photo-récepteur ,  chez  l e s  champignons,  n ' a  pas  é té  

pa r fa i t ement  établie,  à ce  jour,  m ê m e  s i  la grande efficacité d e s  longueurs  

d 'onde  compr i s e s  en t r e  230 n m  e t  480 n m  suggère  l a  m i s e  en jeu d 'un  

s y s t è m e  photo-récepteur  à base  de  f lavine et  de ca ro tène .  

Para l l è lement  à ce s  r e c h e r c h e s ,  ce r ta ins  a u t e u r s  sont  parvenus 

à r e m p l a c e r ,  par t ie l lement  ou to ta lement ,  l e s  i r r ad i a t i ons ,  indispensables  

à la r e p r o d u c t i ~ n ~ p a r  d e s  composés  chimiques qu ' i l s  ont appelé  "facteurs  

sporogènes" .  La biosynthèse e t  l ' ac t iv i t é  de ce r t a i ne s  de c e s  substances  

sont  é t ro i t ement  dépendantes d e  l a  l umiè r e .  P a r m i  c e s  cornposés ,  l ' un  

d ' eux  dénommé 
'"31 O 

", a é té  découver t  pa r  LEACH (1965). 



Les analyses de cet auteur révèlent que, chez diverses  espèces 

fongiques, des  radiations de h comprises  en t re  230 et  330 nm provoquent> 

en même temps que l a  sporulation, la  synthèse d'un composé mycélien 

endogène présentant un pic d'absorption maximal  à 310 nm. En part icul ier ,  

chez Pleospora herbarum,  ces  longueurs d'onde (230 nm<X ( 330 nm)  induisent 

l e s  reproductions asexuée et  sexuée. 

La présence du " P31 dans les  conditions ci-dessus,  contraste 

avec son absence dans le  mycélium non i r r ad ié  e t  non sporulant et  semble 

démontrer son rôle de médiateur entre la  stimulation lumineuse e t  la r e -  

production des  champignons. Ultérieurement,  TRIONE et col. (1 966) dé - 
crivent l 'activité sporogénique du 'IP31 0 

l '  qu ' i ls  substituent aux i r rad ia  - 

tions pour induire l a  formation des pycnides dlAscochyta pisi mais  auss i  

celle des périthèces de Pleospora herbarum. I ls  démontrent a insi  que le 

'IP3 1 0 
" agit comme substituant de la lumière ,  à la fois su r  la multiplica- 

tion asexuée et  su r  la  reproduction sexuée. Cependant l 'activité sporogène 

du "P " dans l e s  processus sexués n 'a  jamais été  observée par  d 'au t res  31 O 
expérimentateurs qui s e  sont, d 'ail leurs uniquement in té ressés ,  au  rôle de 

ce composé dans l e s  processus asexués.  

Ainsi VARGAS et col. (1969), VAN DEN ENDE e t  col. (1970) extraient le  

composé 
'lp3 1 0 

" du mycélium d'Helminthosporium dictvoi'des e t  de  Sclero-  

tinia fructicola, ma i s  i l s  ne parviennent pas à établir  le carac tère  sporo-  

génique du ''P31 chez ces  deux champignons qui manifestent, il e s t  vrai ,  

une photo-sensibilité t r è s  différente de celle des  espèces fongiques étudiées 

pa r  LEACH. En effet ,  c h e z a .  dictyoi'des, la  sporogénèse e s t  indépendante 

de la lumière,  bien plus l e s  radiations de inférieures à 480 nm inhibent 

la  conidiogénèse. Ces  fa i t s  peuvent expliquer l ' inactivité du composé IIPjl 

De même, s i  l es  radiations proche U .  V. , indispensables à la formation des 

conidiophores de ce champignon, laissaient supposer l ' intervention du 

'lp3 1 0 
" , la t r è s  haute énergie (2.000 e r g s  sec'1cin-2) requise,  en  fait, pour 

leur  induction permet  de comprendre 1' inefficacité du "PglO". Chez - S. fructi-  

cola, on peut observer  un phénomène comparable c ' e s t  à dire  l'inhibition - 



de la formation des  conidies à l a  lumière,  auss i  pour VAN DEN ENDE, le 

llp31 0 
" ne constitue qu'un photo-produit provenant de la transformation 

d'un métabolite synthétisé par l e  champignon e t  qu'en l 'absence de ce  

dernier  élément, l e  "P " ne s e  forme pas.  
31 O 

Enfin WESTE ( 1 9 7 0 ) ,  renouvelant les  expériences de LEACH, ne trouve 

pas de "P31 dans l e s  cultures i r rad iées  d'ophiobolus graminis produi- 

sant pourtant des périthèces.  

Devant ces  résul ta ts  discordants,  nous avons cherché à vérif ier  

les  expériences décr i tes  par LEACH et TRIONE en recherchant chez 

N. galligena : - 

- la présence de 
'lp3 1 0 

l '  dans l e  mycélium soumis à des 

éclairements favorables à la reproduction sexuée ; 

- l e s  effets de l ' incorporation de "R ", dans le  milieu 
31 O 

de culture, sur  le développement sexué en l 'absence de lumière.  



1 - MISE EN EVIDENCE DU P310 CHEZ N. GALLIGENA. 

1 - Technique d'extraction : obtention de l ' ex t ra i t  brut : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Le mycélium recueill i  sur  fi l tre,  a p r è s  plusieurs lavages à 

l ' eau  disti l lée,  e s t  mis  en suspension dans l'éthanol absolu puis broyé à 

l 'u l t ra  - tur rax .  Il e s t  maintenu ainsi ,  submergé d'alcool éthylique, pendant 

24 heures  à 4°C.  Après fi l tration, la  phase éthylique e s t  concentrée à sec  

pa r  évaporation sous vide. On reprend l e  résidu obtenu par  un faible volu- 

m e  d'eau disti l lée et  on réa l i se  2 extractions à l ' é ther .  On écar te  la phase 

éthérée,  e t  on concentre par  évaporation sous vide, l a  phase aqueuse. Le 

produit obtenu, ou extrait  brut ,  dissout dans l 'eau disti l lée ajustée à pH 4,  

e s t  p rê t  à ê t r e  chromatographié ou analysé au spectrophotomètre. 

2 - Recherche du composé I I  . 
. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  ' p 3 1 0  

Nous avons recherché la présence du facteur "Pg 0 1 '  : 

- dans l e s  milieux nutri t ifs : expérience n o  1 ; 

- dans le  mycélium ou l e s  périthèces d e N .  galligena placé dans des  

conditions de lumière ,  de milieu et de tempéra ture  simultanément 

favorables à la reproduction sexuée : expérience n o  2 ; 

- dans le mycélium d e N .  galligena soumis à des  facteurs  externes 

défavorables à l a  fructification parfaite : expérience n o  3. 

Dans tous l e s  c a s ,  on enregis tre  au spectrophotomètre l ' ab -  

sorption spectrale  des différents extrai ts  ou milieux qui contiennent le fac-  

teur  "P310 " s ' i l s  présentent un pic d'absorption à 310 nm. 

1) Expérience n o  1 : 

Les  milieux nutri t ifs liquides : eau de pomme de t e r r e  e t  

synthétique ne renferment jamais  de " P31 En part icul ier ,  l e s  i r rad ia-  

tions ne provoquent pas la  formation de ce composé dans les  milieux ni 

dans l e s  f i l t ra t s  de cultures i r r ad iées  d e B .  xall igena. 



Expérience n o  2 : 

Dans cette expérience, des  extractions ont été e f f e ~ t u é e s  

à par t i r  : 

a )  de périthèces prélevés su r  milieu eau de  pomme de t e r r e  gélosée 

a p r è s  30 jours de culture à 18°C sous un éclairement  journalier de 12 heures  

de lumière blanche. 

b) de mycélium provenant de cultures placées dans des  conditions 

à 18 OC, en milieu synthétique liquide e t  SOUS des  rythmes d 'éclai-  

rement  en lumière blanche, ver te ,  bleue e t  proche U. V. suivants: 

- une alternance de 12 heures  de lumière et de 12 heures  

d 'obscurité.  Les prélèvements mycéliens sont effectués les  6ème, 8ème,  

1 Oème, 12ème e t  30ème jours  de culture.  

- un éclpirement unique de 48 heures  interrompant du 9ème 

au  1 l è m e  jour le  séjour à l 'obscurité continue d e x .   all lige na. Le mycélium 

e s t  recueilli au 1 l è m e  jour dès  la fin de l ' illumination. 

Dans tous les  cas ,  l e s  extrai ts  présentent deux pics d 'ab-  

sorption maximale, l 'un à 260 nm, l ' au t re  à 310 nm (figure 18, A),  i l s  

renferment donc tous du "Pgl Les périthèces accumulent ce facteur qui 

e s t  présent auss i  dans le  mycélium dès l e  6ème jour de culture ma i s  la  con- 

centration du "P " augmente avec la durée des  éclairements.  Une seule 
310 

irradiation de 48 heures  provoque la synthèse de  ' 'P31 tout comme elle 

déclenche l'induction sexuée. Les différentes radiations blanche-verte-bleue 

ou proche ultra-violette induisent les  ascocarpes  e t  la formation de "P31 

3) Expérience nc 3 : 

Au cours  de cette expérience, l e s  extractions sont pra t i -  

quées sur  du mycélium âgé  de 30 jours e t  placé dans des conditions qui 

toutes entraînent la s tér i l i té  de la souche : 

a - En milieu synthétique liquide à 18°C : ---------- ----- ---- ----------- ................................. 

à l 'obscurité continue ; 

sous des  éclairements  quotidiens de 12 heures  de 

l u m i è r e  rouge. 



F i g u r e 1 8  : M i s e e n é v i d e n c e d u f a c t e u r P  d a n s l e s d i v e r s  
310 

extrai ts  mycéliens de Nectria galligena. 
_ _ - - - - -  - -  -___-_-_- - -_- - - - - - -  

extrai ts  mycéliens placés dans des conditions d'éclairement favorables 
à l a  reproduction sexuée 

extrai t  mycéliens placés dans des conditions défavorables à la 
reproduction sexuée. 



b - Sous une al ternance de 12 heures  de lumière blanche ............................................... ............................................... 
et de 12 heures  d 'obscurité : ......................... ......................... 

à 25°C en mil ieu synthétique liquide ; 

à 18°C en milieu synthétique liquide dépourvu des oli- 

go-éléments minéraux suivants : sulfates de f e r ,  de zinc, de cuivre et  de 

manganèse. 

On note l 'existence d'un seul pic d'absorption maximale 

à 260 nm (figure 18, B) et par  conséquent l 'absence de  "P310" dans l e s  

extrai ts  mycéliens provenant de  cultures s té r i les  de - N. galligena B l 'obs-  

curi té  continue ou éc la i rées  en lumière  rouge. Ces  fai ts  e t  l e s  précédents 

i l lustrent 1' origine photo-chimique du ' 'P310" et  s e s  l iens étroi ts  avec la 

reproduction sexuée puisque d e s  conditions lumineuses identiques rég is -  

sent ces  2 phénomènes. 

Cependant nous avons noté que l a  présence du 'P " dans l e s  extraits my-  
31 O 

céliens n'implique pas forcément qu' il y a i t  reproduction sexuée. I l  en 

e s t  a insi  dans les conditions de  l 'expérience n o  3 - b , au cours de laquelle 

on obtient une inhibition de la fructification parfaite en présence de lumière 

en raison de l 'utilisation soit d'une température excessive,  25"C, soit d'un 

milieu dépourvu d'éléments minéraux indispensables. L'hypothétique action 

sporogène du 
'"31 O 

" e s t  donc t r ibutaire  d'une activité métabolique optimale 

d e x .  galligena et s a  seule intervention, pas plus que celle de la lumière,  

ne  suffit à déclencher les  phénomènes sexuels s i  l a  température et  la com- 

position du milieu sont inadéquates. 

E n  conclusion, la figure 18, r é sume  les  résul ta ts  essent iels  de ces  expé- 

r iences e t  confirme ceux de LEACH et TRIONE. La  présence de "P31 

dans le mycélium e s t  révélatr ice  de l'effet inducteur des  irradiations dans 

l a  reproduction sexuée, mais  son éventuelle efficacité, tout comme celle 

de  la lumière ,  es t  étroitement dépendante des  optimums nutritifs et  thermi-  

ques. La parfaite connaissance de ces  deux dern iers  facteurs  nous procure 

un grand avantage su r  l e s  au t r e s  chercheurs  qui opèrent dans des conditions 

moins préc ises .  



II - ISOLEMENT DU "P310'1. 

A l ' i s sue  de l 'extraction effectuée sur  25 g. de mycélium f ra i s  p ré -  

levé ap rès  12 jours d ' irradiation en lumière  blanche (12 heures  par jour), on 

dispose d'une solution aqueuse dont 1' examen spectrophotométrique révèle 

2 maximums d'absorption à 260 nm et à 31 0 nm (figure 18, A). 11 s 'agit  donc 

de dissocier  c e s  2 pics d'absorption puisque selon LEACH, seule la substan- 

ce absorbant à 310 n m  carac tér i se  l 'action de la  lumière su r  la reproduction 

sexuée. Pour  y parvenir ,  nous avons adopté la  technique de chromatographie 

s u r  rés ine  échangeuse d'ions de TRIONE et LEACH (1969). 

1 - Technique : - - - - - - - - -  

1) l 'extrai t  brut dissous dans 50 m l  d'eau disti l lée de pH 4 

e s t  placé su r  une résine (2 ,5  x 25 cm)  de type DOWEX 1 x 8 (200- 400v-1esh) 

(forme c l - )  Après  rinçage de la résine à l 'eau distillée, le  volume de  l 'éluat 

e s t  ramené à 50 m l  e t  ajusté à pH 4, 5. 

2) cette solution es t  soumise à une seconde chromatographie 

sur  résine DOWEX 50 W x 8 (200-400 mesh)  (forme H'). La résine,  préala-  

blement lavée à l 'eau distillée, es t  éluée par des  solutions d'acide chlory- 

drique de normali té  croissante.  Les éluats neutralisés par  le  soude ( N ~ O H  - 

0 , 5  N) ,  sont évaporés à sec  et  déba r ras sés  du chlorure de sodium par  des 

extractions répétées  au méthanol absolu. 

Les  extrai ts  secs  obtenus sont finalement m i s  en solution dans 

l 'eau distillée. 

2 - Résultats : - - - - - - - - -  

Après chaque opération, nous avons contrôlé au spectropho- 

tomètre  l 'absorption des différents éluats.  

Le facteur 
'lP31 O 

" n'est  pas adsorbé sur  la première  résine 

(forme Cl-) ,  échangeuse d'anions, qui retient l e s  substances présentant 

un pic à 260 nm. 



Figure 19 : Spectre d 'absorption du P après  chromatographie 
310 

s u r  résine.  



P a r  contre l e  
'lp31 0 

" es t  fixé sur  la résine DOWEX 50 W x 8 
-t 

(forme H ), i l  e s t  a lo r s  élué par  une solution d'acide chlorhydrique HC1 O,  1N. 

Après cette opération, et  l 'élimination du chlorure de sodium, la  solution 

de"P31d'présente un seul pic d 'absorption reporté  dans la figure 19 et  

défini par  l e s  longueurs d'onde maximale 31 0 nm et minimales : 27 5 nm et 

330 nm. Le composé 
"P310 

", isolé par  LEACH et TRIONE, revêt  les  mêmes  

caractér is t iques spectrophotométriques. 

III - ACTIVITE SPOROGENIQUE DU FACTEUR "P31 

La photo-induction de la reproduction sexuée s 'exerce -t -elle par l ' in-  

te rmédia i re  du "P31 ? . NOUS avons déjà montré  que seules l e s  radiations 

lumineuses,  qui par leur  qualité, leur  durée  et  leur  moment d'application 

provoquent la  fructification parfaite, rendent possible la synthèse de "P31 

Il convient donc de rechercher  s i  le facteur "Pgl O "  peut remplacer  les  in- 

dispensables éclairements  pour déclencher la  formation des périthèces et  s ' i l  

constitue, a insi ,  le  principal médiateur chimique de l 'activité lumineuse. 

Dans ce but, on observera les  effets su r  le développement sexuel de& 

galligena, maintenu à l 'obscuri té  continue, d'un apport exogène de "P310" 

dans le milieu de culture. 

1 - Conditions expérimentales : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Les  cultures de-. galligena sont incubées : 

- à l 'obscuri té  continue ; 

- à la tempéra ture  de 18°C ; 

- en milieu synthétique liquide répar t i  en tubes. 

Avant l 'ensemencement,  nous avons ajouté à raison de 0 , l  - 

0, 5 - 1 - 1 ,  5 - 2 ml par  tube une solution aqueuse de 'lp3 1 0 
" obtenue dans 

l e s  conditions définies l o r s  de l ' i solement  (II) e t  dont les  caractér is t iques 

spectrophotométriques sont établies dans la  figure 18, courbe A. 



Simultanément e t  servant de témoins à l a  s é r i e  expérimentale 

précédente des  cul tures  d e N .  galligena sont placées à 18"C, sur  milieu 

synthétique liquide m a i s  dans l e s  conditions suivants : 

- sous une alternance de 12 heures  de lumière blanche et  de  12 heures 

d 'obscurité durant 30 jours : témoin 1 ; 

- à l 'obscuri té  continue su r  milieu dépourvue de 
'lp31 O " : témoin 2 ; 

- à l 'obscuri té  continue sur  un milieu où l 'on a introduit, avant 

l 'ensemencement 0, 1 - 0 , 5  - 1 - 1, 5 - 2 m l  par  tube d'une solution aqueuse 

de ''P310", préalablement dégradée,par action de la soude (Na OH 4N) à 

100Tdurant 2 heures  puis ramenée à pH 5,5,et qui a insi  n 'absorbe plus 

à 310 nm : témoin 3. 
2 - Résultats : - - - - - - - -  

Nous avons compté le nombre moyen de périthèces par  tube 

dans les  différents c a s  après  30 jours de culture. Les résul ta ts  figurent dans 

le  tableau ci-dessous : 

Tableau n o  8 : Activité du ' 'P310' '  s u r  la  formation des  périthbces 

d e 3 .  galligena. 

LEGENDE : 

1 
Cultures éclairées  à raison de 12 heures  par jour durant 
30 jours  ; 

T2 
Cultures  maintenues à l 'obscuri té  continue ; 

T3 
Cultures se  développant à l 'obscuri té  continue su r  un milieu 
additionné de "Pgl dégradé. 

T j  

O 

T 2  

O 

nombre de 
périthèces 
par  tube. 

4 

1 

150 

7 

volume (ml)  de ' 'P310" incorpo- 
r é  par tube. 

O ,  1 

O 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
1 

50 

O, 5 

20 

1 , 5  

70 

2 

7 O 

î 



E n  dépit de l 'obscurité continue et  selon sa  concentration dans 

l e  milieu de culture,  le facteur 
'IP3 1 0 

" induit la  formation d'un plus ou moins 

grand nombre de périthèces.  Comparée à la reproduction sexuée produite 

par  des éclairements  quotidiens de 12 heures  (T ), la quantité relativement 
1 

faible d 'ascocarpes,  due à l 'addition d e  1,  5 ou 2 m l  de la solution de "Pgl , 
peut ê t r e  imputable à l a  fourniture exogène de ce  composé. Nous avons cons- 

ta té ,  en effet, qu'une partie du volume de 
"P310 

" ajouté demeure dans le mi -  

l ieu extérieur et  ne semble pas ê t r e  uti l isée par  K. galligena. De même, la 

pénétration difficile du "P31011~ dans l e  mycélium, peut ê t r e  la cause de  l ' inef- 

ficacité des  teneurs  minimes ( 0 , l  m l  ) de  "P " 

31 O 
incorporées au milieu. 

L'addition de  "P " dégradé e s t  inopérante e t  l e  champignon demeure à 1'6- 
31 O 

ta t  végétatif, cela semble signifier que l ' intervention du "P31 O'1 dans l e s  pro-  

cessus sexuels repose sur  s a  spécificité et  son intégrité moléculaires  et  non 

s u r  un apport nutritionnel. 

Les  périthèces induits pa r  le  
'"31 0 

", à l 'obscuri té  continue, 

renferment uniquement de t r è s  jeunes asques toujours dépourvus d 'ascos  - 
pores  cependant, des  éclairements  appliqués au 30 ème jour de culture, donc 

sans  effet s u r  l ' initiation des  primordiurns, permettent l 'achèvement de la r e -  

production sexuée. On peut donc supposer que toutes les étapes de la f ruc -  

tification parfaite en particulier l 'ascosporogenèse ne sont pas entièrement 

dépendantes de l 'activité du " 
P31011' 

IV - PURIFICATION DU 1'P31 

TRIONE e t  LEACH (1 969) ne sont pas encore parvenus à .é tabl i r  la 

formule chimique du 
'lp31 0 

I f ,  néanmoins i ls  en définissent un cer tain nombre 

de caractér is t iques physic9-chimiques. A l a  suite de ces  travaux, nous avons 

tenté divers  e s s a i s  de purification du composé 'lp3 1 O 
" extrait  de 25 grammes 

de mycélium f r a i s  provenant de cultures i r r ad iées  en lumière blanche durant 

12  jours (12 heures  par jour) et recueill i  finalement après  passage su r  résine 
t 

DOWEX 50 W x 8 (forme H ) et dessalage au méthanol. 



1 - Fil t rat ion su r  gel : - - - - - - - - - - - - - - - -  

Après  concentration, 2 m l  d'une solution aqueuse de "P3 

sont déposés sur  colonne de Sephadex G 10 ( 2 , 5  x 40 cm) éluée par  l 'eau 

distillée à pH = 7 à raison de 30 ml/h. Un collecteur de type "Ultro Rac 

LKB 7000" muni d 'une pompe péristalt ique "Perpex" nous permet  de  r e -  

cueillir des  fractions d'un volume égal à 5 ml.  

Pour chaque fraction, on effectue : 

- une m e s u r e  de l 'absorption au spectrophotomètre ; 

- une réaction à la ninhydrine où 1 m l  ci'une solution de ninhydrine 

à 0 , l  % dans le butanol est  incorporé dans 2 des  5 m l  de la  fraction. Après 

un bain mar ie  de 10 minutes à 100°C, on observe la coloration. 

Une absorption maximale à 31 0 nm carac tér i se  un seul  pic 

d'élution pour les  fractions 18 à 36 qui donnent, parallèlement, une colora- 

tion violette instantanée en présence de ninhydrine. 

P a r  filtration su r  gel e t  selon la technique employée, la  pré-  

sence d'un seul pic d'élution ne nous permet  pas de d iscerner  s i  des  subs- 

tances,  de poids moléculaires différents, absorbent à 31 0 nm J.a réaction 

positive à la ninhydrine révèle la nature protéique du 1'P31 

2 - Dialyse : - - - - - - - 

Contenu dans un boudin de cellulose (manufacturé par  Union 

Carbide corporat ion)  e t  soumis à une dialyse contre l 'eau disti l lée à pH = 7, 

à la température de  20°C,pendant 12 heures ,  le composé ' 'P31 t r ave r se  

la membrane dialysante. Il e s t  décelé dans le  milieu extérieur par  une me-  

su re  spectrophotométrique. 

3 - Chromatographie su r  papier : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

Nous avons étudié la  solution aqueuse de "P31 , par  chro- 

matographie descendante su r  papier Whatman n o  1, à l 'obscurité,  à 22°C. 

Nous avons utilisé 2 systèmes d'élution : 



Après migration, respectivement 12 e t  32 heures ,  chaque 

chromatogramme es t  découpé en  bandes, dans le sens  de développeAent du 

solvant, cer taines  sont révé lées  par pulvérisation d'une solution de ni- 

nhydrine à 0, 1 p. 100 dans le  butanol. P a r  cette technique, on met  en évi- 

dence de nombreuses taches. Des f r agmen t s  correspondant aux "Rf" d e s  

taches apparues l o r s  de la  révélation, sont prélevée dans les  par t ies  d e s  

chromatogrammes non util isées précédemment, ils sont ensuite élués dans 

l 'eau. On mesure  l 'absorption des  différents éluats a u  spectrophotomètre. 

On constate que plusieurs éluats absorbent à 310 nm. La solution initiale de  

'lp31 0 
" e s t  donc composée de différentes substances doyées d'absorption 

à 31 0 n m  correspondant probablement aux t rois  fo rmes  A, B, C de ''P31 O" 

découvertes par  TRIONE et LEACH, elle en renferme auss i  d 'au t res  dont 

l 'absorption n ' e s t  pas définie par  cette longueur d'onde. 

E n  conclusion, il apparai't nécessa i re  de poursuivre, par  d 'autres  méthodes, 

la  purification du composé "PglO" en n'omettant jamais  de vérif ier ,  à cha- 

que manipulation, l 'activité biologique du produit obtenu. 

CONCLUSION. 

En conclusion, nos expériences relatives aux conditions de formation 

du "P " et au rôle éventuel de  ce facteur dans le développement d e x .  
31 O 

palligena confirment les  résu l ta t s  obtenus par LEACH et TRIONE. Nous 

avons isolé,  du mycélium i r r a d i é  e t  des  périthèces de  N. palligena, une 

substance présentant un pic d 'absorption maximum à 31 0 nm e t  certains 

ca rac tè res  physico-chimiques définis par  les  au teurs  précédents. 

Des conditions lumineuses identiques induisent la reproduction sexuée 

de>. pall igena et  la synthèse endogène du "P31 dont nous avons démon- 

t r é  l 'activité dans le déclenchement du processus sexuel. Cependant s i  le  1 

facteur 
'lp3 1 0 

", ajouté à des  cultures maintenues à l 'obscuri té ,  induit la 

formation des périthèces e t  d e s  asques de - N. galligena, il es t ,  semble-t-i l ,  



incapable de provoquer la formation des ascospores ,  cette inefficacité 

la i sse  supposer que d 'au t res  composés,  photo induits, interviennent à 

ce niveau. 

D'autre par t ,  s i  la formation de 
'lp3 1 0 

" semble,  dans une c e r  - 

taine mesure ,  indépendante de  la température et  de la composition du mi -  

lieu, par  contre son activité ne s ' exerce  que dans des  conditions nutr i -  

tives e t  thermiques optimales. 

Seul l 'examen spectrophotométrique révèle l 'existence du ' tP31 

et  ne représente donc pas un élément suffisant pour envisager la nature 

chimique de ce composé. Une analyse physico-chimique du "P31 s 'avère  

indispensable et doit nous conduire, par des  expériences plus préc ises ,  

à dkfinir son rôle de  médiateur entre la lumière et  la  reproduction sexuée. 

Nos expériences s e  rapprochent donc de celles en t repr i ses  par LEACH 

e t  TRIONE sur la fructification parfaite de Pleospora herbarum mai s  dif- 

férent  de tous les au t r e s  t ravaux consacrés ,  uniquement, à la multipli- 

cation végktative. Cependant, s i  nous devons p réc i se r  davantage le spectre  

d 'activité de la lumière  sur  l a  reproduction sexuée e t  par  conséquent 

sur  l a  synthèse du 
'lP31 O 

l e  développement optimal d e B .  galligena en 

milieu synthétique liquide e t  à des  températures  définies nous fournit 

un ma té r i e l  d'étude t r è s  appréciable dont ne disposent pas les  auteurs  

pré-c i tés .  



C O N C L U S I O N S  G E N E R A L E S .  

-=-=-=-=-=-;-=-=-=-=-=- 

C e  travail ,  consacré principalement à l 'étude de  l'influence des 

facteurs  externes su r  la  reproduction sexuée in vi t ro de 1'Ascomycète 

homothallique - N. galligena B r e  S. , nous suggère l e s  conclusions sui-  

vantes : 

1 - L'élaboration d'un milieu synthétique liquide nous a 

permis  d e  déterminer ,  d'une manière  plus précise  que l e s  substrats  

naturels  ou synthétiques gélosés  généralement employés, la  nature des  

éléments nutri t ifs nécessa i res  à l a  fructification parfai te .  Ainsi nous 

avons pu me t t r e  en évidence que la formation des  ascocarpes d e N .  pal-  

ligena requier t  un milieu nutritif dont la composition chimique es t ,  qua- 

litativement e t  quantitativement, différente de celle favorable à la c ro is -  

sance végétative ou même à la multiplication asexuée. En particulier,  

des  concentrations de carbone e t  d 'azote relativement faibles e t  dans des 

proportions optimales dêfinies par  un rapport  C/N égal à 20, de même que 

la  présence indispensable du f e r  e t  du zinc reflktent, l a  spécificité nutr i -  

tionnelle de  la reproduction sexuée de>. galligena. 

2 - La thermorégulation peu efficace durant la  période 

initiale du développement mycélien, agit  par la suite de façon t rks  rigou- 

reuse  s u r  le  déroulement des  processus  sexués. L'inhibition ou l ' a r r ê t  

de la fructification parfaite p a r  une élévation thermique de quelques degrés  

(18°C à 21 OC) durant la phase thermo-sensible,  en témoigne. Le maintien 

des  cul tures  de K. gallirrena à des  températures  infér ieures  ou égales à 

18°C permet  l 'accomplissement de toutes les  étapes de  la  reproduction 

sexuée qui ne peut toutefois ê t r e  induite, à l 'obscurité continue, même par  

la  méthode des  chocs thermiques comme c 'es t  l e  cas  chez Pleospora E- 
barum (LEACH, 1971). - 



3 - Dans des conditions nutritionnelles et  thermiques op- 

t imale s ,  les  cultures d e B .  galligena demeurent uniquement végétatives 

s i  e l les  sont maintenues à l 'obscuri té  continue ou soumises à des i r r a -  

diations soit trop tardives ( a p r è s  18 jours de croissance)  soit trop brèves 

(moins de 12 heures) ,  soit en  lumière  rouge ( A) 625 nm). Inversement,  

des  conditions lumineuses p réc i ses  provoquent la formation des ascocar  - 
pes.  Ainsi, nous avons pu mont re r  que la photo-induction des périthèces 

e s t  t r ibutaire  simultanément : 

- d'un éclairement précoce l ié à un état  physiologPque optimal dé-  

fini ,  du 7ème au l l k m e  jour de  culture, par une phase active de croissance : 

- de la durée du photo-stimulus qui doit ê t r e  égale ou supérieure 

à 12 heures .  Des éclairements  uniques, d'une durée  de 48 heures,  appliqués 

l e s  9ème e t  1 Oème jours  de culture,  stimulent la  reproduction sexuée. Ce-  

pendant, l a  fructification sexuée es t  abondante et  régul ière  pour d e s  illu- 

minations quotidiennes de 12 heures  soit durant 30 jours,  soit à la suite 

d'un pré-séjour  à l 'obscuri té  inférieur à 10 jours,  soit pendant les  15 p re -  

m i e r s  jours seulement : 

- de la qualité des radiations lumineuses. L'efficacité des radia-  

t ions de longueurs d'onde compr ises  entre  300 e t  600 n m  démontre leur  ab-  

sorption p a r z .  galligena qui e s t  particulièrement sensible aux lumières  

bleue e t  proche ultra-violette. Le spectre d'action de l a  lumière s u r  la r e -  

production sexuée ne s e  l imite donc pas c h e z B .  galligena aux longueurs 

d'onde inférieures à 510 nm comme c ' e s t  le  cas  chez de  nombreuses au t res  

espèces  fongiques. L'intervention dans l'induction sexuée de N. galligena 

des  radiations de variant de  300 à 600 nm,  si l 'on s e  réfère  à l 'absorp-  

tion pa r  des  pigments de type connu, permet  de supposer l 'existence d'un 

sys tème photo-récepteur comprenant des  cytochromes, des caroténoides 

et  d e s  flavines. Toutefois, nous ne pouvons conclure dans ce  sens par  sui-  

t e  d 'un contrôle insuffisant de l a  valeur énergétique des  éclairements.  
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Un éclairement continu en lumière blanche n'inhibe pas :,, , ,,;, ; % . ' <,, ((s 

,: 3 
sexués d e x .  gallinena mais provoque simplement une le-' * . " .  .+,;!..;4 

" 1  ; ..q 
du nombre de périthèces. Nous n'avons donc pas distingué . - , .  ,.::A +i- 

i . chezB .  galligena une phase photo-inhibée comme chez Diaporthe phaseola- " , . -;i 
, , . L 

rum var. batatis (TIMNICK et coll. ,  1951), ou comme chez le Basidiomy- B L;# 

. ,:2 
1 '  - ' . : . j  . . 

cète Coprinus congre natus (MANACHERE, 1970) où les  appareils fructifères 

u absents en lumière blanche permanente. 

4 - En relation avec l'activité de la  lumière sur le métabo- 

lisme de N. palligena, nous avons mis en évidence un composé appelé s 
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- .-,, - ~~ar$ctdriaite ia& spectrophotmbt~e par une absosptian d ~ l a a  ' ' t  
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- présent uniquement dans le mycélium irradié ; ,$ . .y 
4 

- synthétisé dans des conditions lumineuses identiques à celles 
. , ,. ,i 

a reproduction sexuée ; I I ' , :  

1 -- 
:'. ! - prohoquant le déclenchement du processus sexué en l'absence d'é- . . . >M 

"i i 
uxquels il peut se substituer par apport exogène dans le milieu , .  , y  

$sans  permettre cependant la formation des ascospores. Ces données confir- 
- 1 

<<- ' $ 1  . . lment les expériences de LEACH et  TRIONE, relatives à d'autres espèces # - , *  . .*? 
' -;.f . *- fongiques. Ainsi, le "P " semble-t-il correspondre à l'activité spécifi- 

31 0 
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è re  sur le métabolisme d e x .  palligena et à l'origine chimi- , -J 

-induction ? La formation des structures sexuelles normales 
. - 

malgré l ' a r rê t  prématuré des irradiations laissait  supposer la présence " 3 

La synthèse du "P310'' résulte-t-elle de l'orientation 

bolisme intermédiaire comme l'ont démontré VIDAL (1 971 ) 

ur  Leptosphaeria typhae ? Pour ces auteurs, le dévelop- 

à la lumière se  traduit par une stimulation des procee- 

niveau du métabolisme intermédiaire, du cycle citrique - 8 

lors  que s a  stérili té à l'obscurité continue est  liée à une ! 
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déviation métabolique vers  des  voies plus réductr ices  : cycle glyoxylique 

e t  formation anaérobie d'acide lactique. Dans une cer taine mesure ,  l ' a é -  

ration du milieu peut conduire aux mêmes  effets  m a i s  ne peut induire l e s  

pér i thèces contrairement à l a  lumière  qui possède en plus une action spé-  

cifique correspondant vraisemblablement à l a  formation du l1p3 

Ce travai l  nous a pe rmis  d 'acquérir  une bonne mai"trise des facteurs  

nutri t ifs,  thermiques e t  lumineux intervenant dans la  fructification parfai-  

t e  d e K .  palligena. Dans la perspective de recherches  futures ,  il importe 

r a i t  de ca rac té r i se r  cytologiquement l e s  différents é tats  abortifs de la r e -  

production sexuée provoqués p a r  cer taines  conditions culturales.  On pour- 

r a i t  a insi  déterminer  à quel niveau s 'opère  le  blocage de la  reproduction 

sexuée par  suite d'une élévation de température de 18" à 25"C, d'une durée  

d 'éclairement  insuffisante ou de l ' incorporation du 
'lp3 1 0 

" dans le milieu 

I l  faudrai t  auss i  préc iser  les  l imites  d'action du spec t re  lumineux ainsi  que 

l e s  seuils énergétiques pour chaque longueur d'onde. Enfin, la purification 

du composé 
'lp3 1 0 

" devrait  aboutir  non seulement à définir s a  formule chi- 

mique m a i s  aussi  l e s  voies métaboliques conduisant à s a  synthèse. L 'ensem- 

ble 'de ces  recherches aurait  a ins i  pour objet l 'analyse du rôle  de la  lumiè- 

r e  dans la  reproduction sexué d e B .  galligena Bres .  
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