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I N T R O D U C T I O N  

La découverte des  formes  sexuées de  cer tains  champignons 

pathogènes de  l 'homme a permis  de  c l a s s e r  les  dermatophytes e t  l e s  

agents des  mycoses viscérales  dans la  famil le  des  Gyrnnoascaceae. 

Cette connaissance de la  reproduction sexuée a abouti à l a  publica- 

tion dPétudes génétiques ayant t r a i t  à l a  morphologie, à l a  virulence, 

à l a  rés i s tance  aux antibiotiques de c e s  champignons ; KWON-CHUNG 

(1974) en a présenté  une revue. 

Les  problèmes d'évolution e t  de  formation des  espèces sont 

l iés  à des  phénomènes d'isolement génétique. Le  groupe des d e r m a -  

tophytes comprend une s é r i e  d 'espèces e t  d e  var iétés  proches l e s  

unes des  au t r e s  dont cer taines  sont saprophytes,  l e s  au t r e s  p a r a s i -  

t e s .  Ce  groupe semble donc ê t r e  un ma té r i e l  de choix pour l'étude de 

1' évolution et  de  l'adaptation au paras i t i sme.  Des incompaiibilités 

ont é té  mises  en évidence au  sein de  plusieurs  espèces ,  et  la  cu r io -  

s i té  nous pousse à en étudier l e  dé terminisme génétique. 

Cependant, l e s  phénomènes dsincompatibilités ne peuvent 

ê t r e  étudiés que s i  l'on conna3 bien l e s  conditions de la  reproduction 

sexuée, c a r  on r isque autrement d8appeler "incompatibilité" no t re  

incapacité à f a i r e  fructifier sexuellement deux souches. 

Nous avons donc décidé dfétudier  l e s  conditions externes d e  

l a  reproduction sexuée, e t  c 'est  l e  but du t rava i l  présenté  ici. 

Les difficultés que nous avons rencontrées  pour cultiver en 

milieu synthétique l e s  espèces pathogènes de  l 'homme e t  des  animaux, 



nous ont incité à cultiver auparavant une espèce saprophyte de la 

m ê m e  famil le ,  Arachniotus albicans.  

I l  n 'a pas été  possible d'appliquer immédiatement nos p r e -  

m i e r s  résu l ta t s  à une espèce de  dermatophyte, Ar throderma van- 
breuseghemii ; en effet, l e s  souches de  cette espèce refusaient de  

s e  développer su r  l e s  p r e m i e r s  milieux synthétiques ut i l isés ,  e t  il 

a é té  nécessa i r e  d'effectuer une étude préalable,  pour parvenir  à 

une définition des  besoins nutri t ifs assurant  un développement com-  

plet de  l 'espèce étudiée. 



L A  F A M I L L E  DES GYMNOASCACEAE 

.SybRéma;tique e;t bLotogLe 

-.-.-.-.- 
a . . .  

DEFINITION. 

Selon la  terminologie adoptée dans "The Fungi" de AINSWORTH, 

SPARROW et SUSSMAN (1973), la  famille des  Gyrnnoascaceae fait 

par t ie  de  la c l a s se  des  Ascomycotina, et  de la  sous-classe des  P l e c -  

tomycetes qui comprend l ' o rd re  unique de r  Eurotiales.  

L e s  Eurot iales  sont des  champignons produisant des  a scoca r -  

pes clos  (type pér i spor ié )  dans lesquels l e s  asques sont ronds, éva-  

nescents ,  et disposés sans o r d r e  (type plectascé).  C e s  ascocarpes  

sont nommés cleistothèces ou périthèces.  

L e s  Gymnoascaceae s e  distinguent des  au t r e s  Eurotiales p a r  l e  

fait  que la paroi  de  l eu r  cleistothèce e s t  formée d'un simple flocon 

d'hyphes en t remélées  et  quelquefois anastomosées ; selon CHADEFAUD 

(1960) cette paro i  e s t  une ascothécie,  c ' es t  à d i re  une paroi formée 

à par t i r  de f i laments  recouvrants  nés  s u r  l e  pied de  l'ascogone. Cela 

e s t  indiscutable chez cer taines  espèces,  Arachniotus lectardii  par  

exemple ; cependant ORR, KUEHN et PLUNKETT (1963) notent, chez 

Gyrnnoascus r eess i i ,  l a  participation du mycélium végétatif s e  t rou -  

vant a u  voisinage des  ébauches de  péri thèces à l 'édification de la paro i  

de c e  périthèce. 

CLASSIFICATION. 

APINIS (1964) a proposé la  création de  t ro i s  sous-familles 

chez l e s  Gymnoascaceae, l e  c r i t è r e  qui différencie c e s  sous -familles 

étant l a  s t ruc ture  d e  la paroi de l 'ascocarpe (voir auss i  la figure 1). 



Figu re  1 : Hyphes de  l a  p a r  o i  du clei'stothèce dans  l e  

de  Gymnoascaceae.  

s t r o i s  sous  - fami l les  

Chez  l e s  Gymnoascoi'deae -: , 

hyphes à paro i  épa i s se  
(Gymnoascus  r e e s s i i )  

Chez  l e s  Arthrodermoi 'deae : 

hyphes divise'es en a r t i c l e s  
(Ar th rode rma  vanbreuseghemii)  

Chez  l e s  Arachnioi'deae 

hyphes à paro i  mince ,  semblab les  
aux  f i l aments  végétatifs  
(Arachniotus a lbicans) .  . 

Echel le  : H 1 0  y 



- Chez l e s  Gymnoascoi'deae, dont l e  type e s t  l e  genre Gym- 

noascus Baranetzky 1872, l e  ~ é r i t h è c e  a s a  paroi fo rmée  d'hyphes à 

paroi épa isse ,  septées ,  anastomosées ou divisées ; c e s  hyphes f o r -  

ment  a u s s i  d e s  appendices longs ou cour ts ,  désignés sous  l e  nom de  

fu lcres  pa r  CHADEFAUD. 

- L e s  hyphes ascothéciennes des  Arthrodermoi'deae sont à pa- 

ro i  épa isse  ou mince, elles sont septées  e t  divisées en a r t i c l e s ,  c e  

qui l e s  distingue de  celles d e s  Gymnoascokleae. Des appendices va- 

r i é s  dro i t s ,  flexueux ou en f o r m e  de vr i l les  ornent l e s  périthèces.  

Les  espèces  de  Gymnoascaceae impliquées dans la  pathologie humai- 

ne e t  animale appartiennent toutes  à cette sous-famille. 

- La paroi  du périthèce dans  la  t rois ième sous-famille- : l e s  

Arachnioi'deae, e s t  la moins différenciée.  Elle e s t  fo rmée  d'hyphes 

semblables aux fi laments végétatifs, à paroi mince. Cet te  ascothécie 

peut ê t r e  t r è s  réduite comme dans le  genre Petalosporus (GHOSH, ORR 

et KUEHN 1963) ; ou même f o r m é e  de quelques fi laments nés  du pied 

de l 'ascogone, m a i s  qui ne forment  plus une paroi chez Arachniotus - 
lectardi i  par  exemple (DURAND 1969). A cette sous -famille appartient 

Arachniotus albicans dont nous étudions la  reproduction sexuée dans 

l e  présent  travail .  

LES ESPECES PARASITES DE L'HOMME E T  DES ANIMAUX. 

Dès  1899, MATRUCHOT e t  DASSONVILLE avaient pressent i  

l 'appartenance à l a  famille des  Gymnoascaceae des  champignons r e s -  

ponsables des  teignes. En 1927, NANNIZZI cultive s u r  de  la  t e r r e  

humide mélangée avec des morceaux de cuir  e t  de plumes une sou- 

che d'origine humaine de Microsporum gypseum, et  obtient des  pé- 

r i thèces f e r t i l e s  d'une Gyrnnoascace&e qu'il c lasse  dans l e  genre  

Gymnoascus sous l e  n o m g .  gypseus.  

Cet te  découverte s e r a  pa r  la suite contestée e t  il faudra attendre 

1961 pour que STOCKDALE redécouvre cette forme sexuée d e B .  



gypseum et c r é e  pour elle un nouveau genre ,  Nannizzia, appartenant 

à la famille d e s  Gymnoascaceae. 

P a r  la  suite sont décr i tes  l e s  fo rmes  parfai tes  de  d ivers  T r i -  

chophyton et  Microsporum qui appartiennent respectivement aux genres  

Ar throderma et Nannizzia. 

Ar throderma,  genre décr i t  pa r  BERKELEY en 1860 pour l ' e s -  

~ è c e  saprophyte&. cur reyi ,  e s t  t r è s  voisin de  Nannizzia. Ces  deux 

genres  comprennent d e s  espèces toutes hétérothalliques à lDexception 

d tAr throderma curreyi .  

L e s  espèces de  Nannizzia e t  d lAr throderma ont en commun l a  

possibilité de pouvoir s e  développer à par t i r  de kérat ine comme subs-  

t ra t .  Cette possibilité a é té  exploitée pour l e s  i so ler  du sol pa r  

VANBREUSEGHEM (1 9 5 2 ) ,  et pa r  de  nombreux auteurs  par  la suite.  

Cette technique de piégeage à l 'aide de kérat ine démontrait  l 'existen- 

c e  dans l e  sol de  spores  de ces  champignons. Certaines  espèces n'ont 

jamais  été t rouvées paras i tes  chez les  animaux e t  doivent donc mener  

une vie saprophyte dans l e  sol,  bien que l 'on ne sache pas exactement 

dans quel biotope. D'autres  espèces,  également isolées  du sol ,  peu- 

vent mener  une vie paras i ta i re ,  et  on connaît tous l e s  in te rmédia i res  

en t re  des  espèces saprophytes e t  des  espèces  exclusivement paras i tes .  

De c e  fai t ,  l e  groupe des  dermatophytes semble intéressant  pour l ' é -  

tude de  l'évolution v e r s  un mode de vie paras i ta i re .  L'existence d e  

r a c e s  incompatibles en t r e  elles au sein de  cer taines  espèces aug-  

mente encore ce t  intérêt .  

Un second groupe de champignons paras i tes  d e  l 'homme, l e s  

agents des  mycoses v iscéra les ,  s ' es t  révélé  appartenir  à la famil le  

des  Gyrnnoascaceae. C e s  agents,  des  genres  imparfai ts  Histoplasma, 

Blastomyces , Paracoccidioi'des , provoquent des  affections pulmo- 

na i r e s  qui peuvent ensuite s e  général iser .  

En 1967, Mc DONOUGH et LEWIS croisent  différentes souches 

de Blastomyces dermati t idis ,  e t  obtiennent d e s  périthèces.  I ls  c réent  



l e  genre Ajellomyces pour cette espèce qul i l s  nomment - A. d e r m a -  

t i t idis.  

KWON CHUNG (1 972) décr i t  l e  stade sexué dsHistoplasma cap- 

sulatum, et lui  donne l e  nom dlEmmonsiel la  capsulata. Emmonsiel la  

e t  Ajellomyces sont deux genres  voisins. 

ANDRIEU et collaborateurs (1969) ont montré  l 'étroite parenté  

qui existe en t r e  l e s  différents agents de mycoses  profondes par l l é -  

tude des communautés antigéniques de ces  espèces.  On peut pa r  

conséquent a f f i rmer  que l 'ensemble de ce second groupe de champi-  

gnons appartient lui a u s s i  à la famille des  Gymnoascaceae, qui o c -  

cupe de ce  fai t  une place importante en mycologie médicale. 

La découverte d e  ces  différentes f o r m e s  sexuées ouvrait d e s  

possibil i tés de  recherches  nouvelles. I l  devenait possible d 'étudier 

génétiquement la descendance de deux souches.  Cependant, bien que  

plusieurs au teurs  aient r éuss i  à obtenir d e s  pér i thèces de  champignons 

pathogènes d e  l 'homme e t  des  animaux, il n 'es t  pas a i s é  de les  p r o -  

duire .  Les  t ravaux que nous allons passe r  en  revue dans l e  pa ra -  

graphe suivant ont é té  consacrés  à l a  reproduction sexuée des Gym-  

noascaceae, néanmoins aucune étude systématique des  conditions ex- 

t e rnes  de cette reproduction n 'a  é té  menée. 

CONDITIONS D E  LA REPRODUCTION SEXUEE. 

Assez peu de travaux ont é té  consacrés  à la reproduction sexuée 

d e s  Gymnoascaceae. Les  au teurs  s e  sont souvent contentés de dé-  

c r i r e  l e s  espèces s u r  des  milieux classiquement uti l isés en mycologie. 

On trouve souvent mention d 'extrai ts  de ma l t ,  de fa r ine  d'avoine, e t  

d'un milieu semi-synthétique appelé YpSs contenant d e  l 'extrait d e  

levure ,  de l'amidon, e t  des  se l s  minéraux. L e s  températures  aux-  

quelles sont soumises l e s  cul tures  ne sont p a s  toujours mentionnées, 

tandis que l e s  conditions d'éclairement sont l e  plus souvent négligées. 



Les  recherches  l e s  plus importantes ont é té  faites s u r  les  d e r m a -  

tophytes, en raison sans  doute de l ' intérêt  que présente  ce groupe. 

Voici c e  que nous avons relevé dans la l i t té ra ture  : 

- Action d e  la tempéra ture  : 

AJELLO et CHENG (1967) ont obtenu d e s  périthèces d'Ar- - 
th roderma benhamiae à 25 et  30°C, tandis que WEITZMAN et SILVA- 

HUTNER (1967) ont conduit l e u r s  expériences s u r  7 espèces de  d e r -  

matophytes à 23°C e t  ont observé la fructification sexuée à cette 

température.  WIDRA (1 965) cultive lui  a u s s i  Nannizzia grubyia à 

23°C. DAWSON et  GENTLES (1961) indiquent que la  tempéra ture  de  

24°C e s t  meil leure que celle de 28°C pour l'obtention de cleistothèces 

dtArthroderma cu r rey i ,  - A. uncinatum et de Nannizzia obtusa. 

DAWSON, GENTLES e t  BROWN (1964) donnent l e s  tempéra tures  ex- 

t r ê m e s  permettant la reproduction sexuée d'A. uncinatum (1 5 à 2 8 " ~ ) ,  

d'A. y quadrifidum (10 à 24°C) et  de Nannizzia incurvata (22 à 30°C). 

DURAND (1969) étudie l e  développement dlArachniotus lectardi i  à 

20 et 30°C.  Les  tempéra tures  comprises  entre  20 e t  25°C semblent 

convenir à la plupart  d e s  espèces qui ont é té  étudiées,  et  il n 'est  pas  

étonnant que l'on ne trouve pas  davantage de t ravaux su r  cette question, 

ces  tempéra tures  favorables étant celles communément uti l isées p a r  

les  mycologue S. 

- Action de  l a  lumière  : - - - - - - - - - - - - - - - - - - -  
Certains  ascomycètes  requièrent de  la lumière  pour l eu r  r e -  

production sexuée ; c 'est  le  c a s ,  par exemple,  de  Pleospora herba-  

rum (LEACH 1963), d e  divers  Leptosphaeria (LACOSTE 1965), ou de  

Nectria galligena (DEHORTER 1972). D 'au t res  sont photo-indiffé- 

rents  t e l  Sordaria  fimicola (INGOLD et DRING 1957), d 'autres  encore 

sont inhibés par  la lumière  comme Gnomonia leptostypa (FAYRET 

1967). E n  ce qui concerne l e s  Gymnoascaceae, DAWSON, GENTLES 

et BROWN (1964) signalent que la  lumière  diminue la  croissance e t  l e  

nombre de  péri thèces produits par  les  dermatophytes qu'ils étudient, 

KWON-CHUNG (1969) a montré que la  lumière  empêche l 'enroule- 

ment d e  l'ascogone autour du gamétocyste mâle  chez Nannizzia incur-  

vata. 



- Influence d e  la  composition du milieu de  culture : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C e  sont encore  les  dermatophytes qui ont é té  l'objet d e s  r e -  

cherches dans ce  sens.  Ces  champignons ont fourni des  pér i thèces 

tout d'abord su r  de  la  t e r r e  contenant d e  la  kératine,  ou encore r e -  

couverte d e  cette même  substance. C 'es t  s u r  un t e l  milieu que NAN- 

NIZZI (1 927) a observé pour la p r e m i è r e  fois d e s  fructifications p a r -  

fa i tes  de  Microsporum gypseum. C ' e s t  également s u r  de  la  t e r r e  

recouverte de c r i n s  que STOKDALE (1961) a retrouvé cette fo rme  

sexuée. Ce  milieu peut ê t r e  considéré comme l e  milieu -hôte  d e  c e s  

espèces kératinolytiques. C 'est  dans cet  e sp r i t  que VANBREUSE- 

GHEM (1952) l 'avait préconisé dans sa "technique biologique pour l'i 

solement des  dermatophytes du sol". 

C 'es t  DE VROEY (1964) qui l e  p remie r  essaye d'obtenir d e s  

pér i thèces de dermatophytes s u r  des  milieux n e  contenant pas d e  t e r -  

r e .  Il uti l ise dans un p remie r  e s sa i  un milieu gélosé contenant encore 

de  la t e r r e  et  10 g/l de  néopeptone Difco ; ce  milieu, a p r è s  ensemen- 

cement e s t  recouvert  de  c r ins  de  cheval. Il n'obtient pas dans c e s  

conditions la reproduction sexuée de  Microsporum gypseum. Dans un 

aut re  e s sa i ,  i l  uti l ise des  milieux à base  de graines qui avaient é t é  

préparés  pour d 'au t res  expériences.  Cet te  fois encore il dépose d e s  

c r ins  à la surface de  la gélose e t  il obtient des  clérstothèces f e r -  

t i les.  Par la  suite il ajoute soit son p remie r  milieu, soit seulement 

de  la  néopeptone à ces  milieux favorables,  qui de  ce  fait ne pe rme t -  

tent plus l a  reproduction sexuée. I l  conclut que la  néopeptone a un rôle  

inhibiteur. Les  résu l ta t s  u l té r ieurs ,  ceux de  TAKASHIO (1 969, 1973) 

et  l e s  nôt res  montrent que ce n ' e s t  pas  la  néopeptone qui e s t  inhibi- 

t r i ce ,  m a i s  plutôt la concentration en azote beaucoup t rop  élevée. 

Dans l e  m ê m e  travai l  DE VROEY re la te  l t e s s a i  d9un milieu 

à base d e  graines m a i s  sans kératine.  Il a dû ê t r e  t r è s  su rp r i s  du r é -  

sultat, obtention d e  périthèces,  si bien qu'il n'en dit que trois l ignes 

e t  ne poursuit pas dans cette voie. @in effet, à cette époque on pensait  

que la  kérat ine devait ê t r e  indispensable à l a  reproduction sexuée de  

c e s  espèces kératinolytiques. 



WEITZMAN et SILVA-HUTNER (1967) uti l isent des  milieux 

contenant 10 g/l de far ine d'avoine, ou la même  far ine  e t  des  se l s  

minéraux (KH P O  MgS04, NaNO ) ou encore de  la far ine  d'avoine 
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additionnée de  concentré de  tomates .  Ces milieux, e t  par t icul ière-  

ment  l e  deuxième, sont t r è s  favorables  à l a  reproduction sexuée des  

5 espèces  de Nannizzia et  d e s  2 espèces d9Arthroderma quDils ont 

ensemencées.  A la suite de ce  t rava i l ,  l e  milieu "avoine plus se l s  m i -  

néraux" e s t  l e  plus fréquemment uti l isé pour la  production de pér i -  

thèces d e  dermatophytes. 

TAKASHIO (1969) s ' e s t  attaché à l 'étude de  cer ta ins  facteurs  

nutri t ifs stimulant la  reproduction sexuée chez Ar throderma simii. 

Cette espèce semble a s sez  tolérante  e t  produit des  f o r m e s  parfaites 

s u r  l e  milieu de  Sabouraud qui contient 20 g de  glucose e t  10 g de 

néopeptone p a r  l i t re .  Cependant, dans ces  conditions l e s  périthèces 

ne mûr i s sen t  pas.  TAKASHIO découpe a lors  a p r è s  un temps de culture 

de  1,  2 ,  3 ou 4 semaines s u r  l e  milieu de Sabouraud, un secteur  de 

180" qu'il dépose su r  une nouvelle boiSe de P é t r i  contenant de l 'eau 

gélosée,  ou de  l 'eau gélosée additionnée de se l s  minéraux. Il obtient 

a ins i  la  maturation des  pér i thèces.  Pensant que dans l e s  conditions 

de la  transplantation le  milieu de  cul ture  s e  dilue, i l  effectue dans un 

second temps des  croisements  de  s e s  souches compatibles d i rec te-  

ment  s u r  du Sabouraud dilué auquel il ajoute ou non d e s  se l s  minéraux, 

I l  obtient des  périthèces m û r s  s u r  l ë s  dilutions au  1/2, 1/4 et 1/8, 

la meil leure dilution étant cel le  au  1/4. Lsadjonction d e  se l s  minéraux 

augmente l e  nombre de péri thèces produits, surtout pour l a  dilution 

au  1/2 où ce  nombre passe de  10 à 1100 sur  une boi"te. Il faut remarque1 

que l e s  se l s  minéraux ajoutés au  milieu non dilué ne favorisent n i  la 

production, n i  la  maturation d e s  périthèces.  Sur la dilution au 1/2, de  

nombreux cléi'stothèces ne mûr i s sen t  pas ,  ma i s  l 'auteur nsen indique 

pas  la proportion. 

TAKASHIO (1973) a tenté d'appliquer s e s  résu l ta t s  intéres  - 
sants  à d'autres  espèces de dermatophytes ; Arthroderma benhamiae 



produit l e  plus grand nombre de  péri thèces m û r s  s u r  Sabouraud 1/8 + 
sels .  Des  espèces  du complexe Microsporum gypseum, seule Nanniz - 
zia incurvata s e  reproduit  sexuellement s u r  l e s  dilutions du milieu de - 
Sabouraud, e t  e l le  semble a s s e z  exigeante c a r  TAKASHIO obtient 

respectivement 0, 41 7 et 29 péri thèces par  boîte su r  l e s  dilutions 1/2, 

1/4 et  1/6. & gypsea e t  -- N. fulva n'ont pas produit de périthèces.  

PADHYE, SEICHON et CARMICHAEL (1973) ont publié une 

étude comparative d e s  milieux " t e r r e  plus cheveux humains","extrait 

de t e r r e  plus cheveux", "farine d'avoine plus sels"  de  WEITZMAN et 

coll. e t  "Sabouraud dilué au 1/4 plus sels"  de TAKASHIO. I ls  ont 

tes té  s u r  ces  milieux l e s  22 espèces  de Nannizzia e t  d9Arthroderma 

connues à cette date. Seule - N. obtusa e s t  r e s t é e  s t é r i l e  s u r  les  dif-  

fé rents  milieux. Toutes les  a u t r e s  espèces ont produit des  pér i thèces 

sur  t e r r e  e t  ex t ra i t  de  t e r r e  plus cheveux. La  far ine d'avoine plus 

se l s  ne  convient pas pourN.  pe r s i co lo r ,  A. cuniculi et  - A. glor iae.  

Le  milieu de Sabouraud dilué plus se l s  e s t  l e  moins favorable de  tous 

et  ne permet  l a  fructification sexuée que d e N .  incurvata,  K. prubyia, 

N. racemosa ,  A. multifidum, A. benhamiae et&. s imii .  - - 

Ainsi on e s t  passé d'un milieu de composition t r è s  ma l  défi-  

nie,  l a  t e r r e ,  à un milieu semi-synthétique, celui proposé par TA- 

KASHIO, m a i s  ce  faisant,  on a rédui t  de 22  à 6 l e  nombre des  espèces  

capables de fruct i f ier  sexuellement. Cela traduit  peut-être des  ex i -  

gences nutr i t ives  soit  plus s t r i c t e s ,  soit différentes pour l e s  espèces  

considérées.  

- F a c t e u r s  internes,  compatibilité d e s  souches : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
On ne t rouve pas beaucoup de renseignements s u r  la  na tu re  

homothallique ou hétérothallique de  la  plupart des  Gymnoascaceae. 

Le problème ne  s 'étant pas posé on peut penser  qu'elles sont homo- 

thalliques. N O ~ S  l 'avons vérifié pour Arachniotiis albicans que nous 

avons cultivé. Contrairement à cette règle  générale,  l e s  dermato-  

phytes, à l 'exception d tAr throderma curreyi  et  les  agents de mycoses 

v iscéra les  dont on conna3 la f o r m e  sexuée, sont hétérothalliques. 



Cet hétérothallisme e s t  un phénomène d'incompatibilité gou- 

verné par un gène avec deux al lè les  (t et -), l e s  souches portant 

l e  même  al lè le  étant incompatible en t re  elles ; pour cette raison, 

ESSER (1 965) nomme homogénique ce type d'incompatibilité. 

Dans une même espèce de dermatophyte, toutes l e s  souches 

t n e  sont pas  fe r t i les  avec toutes l e s  souches -. C'es t  WEITZMAN 

(1964) qui, l a  p remiè re ,  signale cette anomalie chez Nannizzia gypsea. 

L e  même phénomène e s t  observé chez N. cajetani par  PADHYE et  

CARMICHAEL (1971), et chez A r t h r o d e r ~ a  s imi i  par KWON - CHUNG 

(1 972). Ces  incompatibilités sera ien t  du type hétérogénique selon 

ESSER et BLAICH (1973). 

Dans ce  système,  deux souches,  l'une +, l 'autre  -, portant 

d e s  al lè les  différents pour l e s  gènes d'incompatibilité hétérogénique 

sont soit s t é r i l e s  en t re  e l les ,  soit fe r t i les  dans un seul sens  du c ro i -  

sement  (ascogone f fécondable par  gamétocyste m â l e  -, mais  pas 

l ' inverse  pa r  exerAple).  Ce type d'incompatibilité a é té  bien étudié 

s u r  l e  plan génétique par  ESSER (1956) chez Podospora anserina.  

C ' e s t  sans  doute a u s s i  à des  phénomènes d'incompatibilité 

hétérogénique que sont dus l 'existence et l ' isolement de r aces  chez 

Ar throderma benhamiae déc r i t s  par  TAKASHIO (1973). Selon cet 

auteur, il ex is te  chez A. benhamiae, deux races  : ainéricano-euro- 

péenne, et  afr icaine.  A l ' intér ieur  d e  ces  deux r a c e s ,  l e s  souches t 

sont t r è s  f e r t i l e s  avec l e s  souches - de l 'autre.  De plus TAKA- 

SHI0 a montré  que Trichophyton er inacei  e s t  une variété  dsA. -- benha- 

miae  composée de  souches qui sont toutes du signe + t r è s  compati- 

bles  avec l e s  souches - de l a  r a c e  africaine,  e t  quas i -s té r i les  avec 

ce l les  de la  r a c e  américano-européenne. TAKASHIO décr i t  de même  

une variété  "caviae" dont toutes l e s  souches sont de  signe -, com- 

patibles avec l e s  souches + d e  la  r a c e  américano-européenne. Les  

var ié tés  "esinacei" et  'Icaviae", bien que de signe opposé, sont s t é -  

r i l e s  entre  el les .  

I l  e s t  possible de penser  que ce sont de t e l s  isolements par  

incompatibilités qui ont conduit à l a  formation d 'espèces distinctes ; 



cela  e s t  d'autant plus possible que l'on connafi d e s  complexes d'es - 
pèces  dont les  fo rmes  asexuées avaient é té  confondues comme Micros-  

po rum pypseum, Trichophyton t e r r e s t r e  ou - T. mentagrophytes. 

L'étude de  c e s  incompatibilités présente  donc un t r è s  grand 

in térê t ,  ma i s  complique la  recherche  d'un milieu de  culture favora-  

ble à l a  reproduction sexuée. Réciproquement l a  possession d'un t e l  

mil ieu e s t  indispensable pour approfondir not re  connaissance des phé- 

nomènes dsincompatibilités. I l  nous fallait  m e t t r e  au point l e  milieu 

de  culture,  et nous avons été beaucoup aidé par  l e  fai t  que TAKASHIO 

a produit, a p r è s  plusieurs  croisements ,  deux souches t r è s  compati - 
bles  dfAr throderma vanbreuseghemii, il a eu l a  bienveillance de rious 

l e s  confier, nous lui adressons  nos plus vifs r emerc iemen t s .  



M I L I E U  DE CULTURE. SYNTHETIQUE ET 

REPRODUCTION SEXUEE. 

Efude chez h c h i U a f u n  db i cam.  

- . - . - . - . - a -  . . . . .  

Lorsque nous avons voulu cultiver e t  obtenir la sexualisation 

de  champignons pathogènes d e  l 'homme,  et  plus par t icul ièrement  

' de  dermatophytes,  nous avons rencontré  plusieurs difficulte's ; dans 

l e s  conditions habituelles d 'entretien des  souches, ce l les  -ci vieil- 

l i s sent  e t  perdent progressivement  leur  pouvoir de s e  reproduire  

sexuellement. Ce  phénomène a léa to i re  et  par t icul ièrement  rapide 

pour l e s  dermatophytes,  rend l e s  résu l ta t s  difficilement comparables 

dans l e  temps.  De plus, l o r s  d e s  p r e m i e r s  essa is  d e  culture des  

dermatophytes en milieu synthétique, nous ne récoltions qu'une quan- 

t i té  t r è s  faible de mycélium. Nous avons décidé d 'entreprendre une 

étude préalable  su r  un matér ie l  moins rebel le ,  et  chois i  pour cela 

p a r m i  l e s  Gymnoascaceae saprophytes entretenues dans  la  collection 

du laboratoire ,  l 'espèce qui nous semblait  l a  plus favorable.  Notre  

choix s ' es t  a r r ê t é  s u r  Arachniotus - albicans Apinis. 

MATERIEL E T  TECIINIQUES. 

La souche dtArachniotus albicans que nous avons utilisée pro-  

vient du ' lCentrallbureau voor Schimme1cu1tures" d e  Baarn,  IIollande, 

où el le  e s t  inventoriée sous l e  numéro  151 -65. 

L e s  milieux synthétiques ont é té  réa l i sés  à l 'a ide de  produits 

p u r s  pour analyse ou pour usages biochimiques manufacturés pa r  la 

f i r m e  Merck, e t  d 'eau bidistillée. Nous avons uti l isé d e  l 'eau déminé- 

r a l i s é e  pour la confection des  milieux naturels.  



Les milieux solides ont é t é  gélosés à l 'aide de  18 g/l de Bacto- 

a g a r  Difco ; i l s  ont é té  coulés en tubes Pyrex  de 18 x 180 m m  conte- 

nant 10 ml  d e  milieu, e t  inclinés pour la solidification. Les  milieux 

liquides ont é t é  r épa r t i s ,  à raison de 100 m l  par  fiole, dans des  f ioles  

d e  Roux de 1 l i t re .  

La s tér i l isat ion des  inilieux a été effectuée à par t i r  de cul tures  

en milieu liquide. L e  mycélium a été récol té  su r  papier f i l t re ,  lavé 

abondamment à. l 'eau déminéral isée,  et  desséché avec l e  f i l t re  dans 

une boîte à t a r e ,  à l 'étuve à 105°C jusqu'à obtention d'un poids cons-  

tant. 

Toutes l e s  cul tures  ont é té  réa l i sées  à 24°C e t  à l 'obscurité. 

REPRODUCTION SEXUEE SUR D$S MILIEUX D E  CULTURE NATURF& 

E T  SEMI-SYNTHETIQUES. 

Nous avons cultivé Arachniotus albicans s u r  un milieu de culture 

na ture l  et deux milieux semi-synthétiques qui ont é té  uti l isés par  d'au- 

t r e s  auteurs  pour f a i r e  f ruct i f ier  divers  Gymnoascaceae. 

- Milieu à base d'avoine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Dans s a  description de l 'espèce,  APINIS a dit  qu'il obtient des  

pér i thèces s u r  "Oat agar" .  %!EITZMAN et  SILVA-HUTNER (1 967) ont 

obtenu des fo rmes  sexuées de d ivers  dermatophytes s u r  des milieux 

contenant de l a  far ine d'avoine. Nous avons p répa ré  un tel  milieu dont 

l a  composition e s t  la suivante : 

.............. - Quaker Oats broyés. .  .10 g 

- Eau . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . l  0 0 0 m l  

On porte  ce mélange à ébullition pendant 5 minutes,  et  on la i sse  ensui- 

t e  reposer  durant  une heure.  On ajoute a l o r s  : 

- KH2P04 ........................... 1 g 

- Mg5O4, 7 H 2 0 . .  ................... .1 g 

- NaN03. .  ......................... . l  g 

L e  pH es t  a justé  à 5 , 6  et l e  milieu gélosé à 18 g/l. 



P r é p a r é  de cette manière  ce  milieu a l a  même  composition 

que l e  milieu E de WEITZMAN et  SILVA-EIUTNER. 

Arachniotus albicans ne  produit dans ces  conditions qu'un - 
petit nombre de  péri thèces ; ceux-ci sont néanmoins fer t i les .  

- Milieu YpSs : - - - - - - - - - - - -  
Ce milieu uti l isé par  ORR, KUEHN et PLUNKETT (1963) pour 

la  production de  ~ é r i t h è c e s  de Gymnoascus r eess i i ,  a la  composition 

suivante : 

............ - Extrai t  de  l e v u r e . .  4 g 

- Amidon soluble.. ............. .15  g 

- K2HP04 . .  .................... l g  

- MgS04, 7H20..  ............... . O ,  5 g 

....................... - Eau 1OOOml 

Sur c e  milieu, l a  c ro issance  d'Arachniotus albicans e s t  

exubérante et l e s  pér i thèces ne mûr issent  pas  ou t r è s  tardivement.  

TAKASIIIO (1 969) a montré qulArthroderma simii  produit 

s u r  l e  milieu de Saboiiraud des ébauches de péri thèces qui ne m û r i s -  

sent pas.  En diluant ce milieu, il r éuss i t  à obtenir cette maturation. 

Nous avons tenté la  dilution du milieu YpSs en espérant  un résu l ta t  

comparable. L e  tableau 1 résume nos observations. 

Le milieu YpSs, bien que favorable à l a  reproduction sexuée 

de cer taines  espèces  de Gymnoascaceae, ne  permet  pas  la ma tu ra -  

tion des  asques dtArachniotus albicanso Cependant l e  même mil ieu 

dilué a u  1/4 pe rme t  cette maturation. On remarque ,  selon la règ le ,  

un antagonisme ent re  l a  croissance végétative, favorisée sur  l e  milieu 

non dilué, et l a  reproduction sexuée. Néanmoins, ma lg ré  l 'appauvris - 
sement  du milieu, à l a  dilution 1/8, l e  champignon bien qu'encore 

capable de c ro î t r e ,  ne fructifie plus cor rec tement ,  ce  qui suggère 

l 'apparition d e  cer taines  carences.  



- Milieu de  Sabouraud di lué  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  

pas d ' as cos pores 
de 1 a colonie 

Nous venons d e  l e  d i r e ,  TAKASHIO (1969) a étudié l a  f r u c  - 

1/ 2 

1/ 4 

1/8 

tification d lAr th rode rma  s imi i  s u r  des  dilutions du  mi l ieu  c lass ique 

d e  Sabouraud. L e  mi l ieu  non di lué ,  qui n e  donne que d e s  ébauches 

i m m a t u r e s ,  à l a  composition suivante : 

mycélium aérien 
au centre de l a  
col oni e 

mycélium dans l a  
gélose. Pas de my- 
célium aerien 

mycéliuni dans l a  
gélose. Pas de my- 
cal ium aérien 

- Glucose p u r .  .................. 20 g 

- Néopeptone Difco. .  ............ . 1 0  g 

- A g a r . .  ....................... . 1 8  g  

- E a u . .  ...................... .1000 m l  

en périphérie de 
colonie 

assez abondants 
sur toute  la  sur- 
face de la  colonie 

rares 

TAKASI-II0 a également  mont ré  qu 'après  dilution, l9adjonc - 
t ion d e  s e l s  minéraux  favor i se  la maturat ion des  a sques  pour l e s  

e spèces  qu'il  a cul t ivées  s u r  c e  milieu.  I l  a joute ,  quelque soi t  l a  dilu- 

tion employée : 

- KH PO4.. ..................... 1 g/l  2  
- MgS04, 7H20. .  ............... . l  g/l 

pas d ' ascospores 

ascospores mûres 

pas d ' ascos pores 

4 



Nous avons cultivé Arachniotus - albicans su r  l e  milieu d e  

Sabouraud non dilué, et  dilué au 1/2, 1/4 et  1/10. Les  milieux ont été 

r éa l i sé s  sans  et  avec se l s  minéraux. 

Sur c e s  huit variations du milieu de  Sabouraud, Arachniotus 

nlbicans s e  développe, m a i s  ne produit n i  ébauches,  ni pér i thèces 

m û r s  ap rès  14, e t  même 21 jours de  culture.  

Nous avons noté que sur  l e s  milieux sans  se l s  minéraux, un 

abondant mycélium aér ien  e s t  produit, sauf pour la  dilution au 1/10 

pour laquelle l e  mycéliiim aér ien  s e  réduit  à une touffe floconneuse au 

cent re  de la  colonie. L'adjonction de se l s  minéraux modifie profon- 

dément la morphologie macroscopique de l a  colonie. Il n sy  a plus d e  

mycélium aé r i en  quelque soi t  l a  dilution. L e s  colonies sont p l i ssées  

radialement sauf pour la dilution au 1 / I O ,  

Arachniotus albicans peut donc s e  reprodui re  in vitro ; à 

24°C et à l 'obscuri té ,  ma i s  l e  milieu de Sabouraud, même dilué e t  

complété de s e l s  minéraux, e s t  inefficace pour sexual iser  ce champi- 

gnon ; par contre ,  l e  milieu YpSs, favorable pour dvau t re s  Gymnoas- 

caceae,  doit ê t r e  dilué pour pe rme t t r e  la maturation des  asques 

dfArachniotus albicans.  L e  milieu à base d'avoine, t e l  que nous l'a- 

vons préparé e s t  moins propice que l e  "Oat sugar"  utilisé par  APINIS, 

qui n'en donne pas la  composition. Cet auteur  s g e s t  contenté de pu- 

b l ie r  une photographie montrant de nombreux péri thèces s u r  ce  m i -  

lieu. 

Afin de  p réc i se r  l e s  exigences nutri t ives de  la reproduction 

sexuée, nous avons cu l t ivéAs albicans sur  d e s  milieux synthétiques 

dont la composition es t  parfaitement connue, et  peut ê t r e  modifiée 

selon les  besoins. 

REPRODUCTION SEXUEE SUR DES MIJ..JEUX D E  CULTURE 

SYNTHETIQUES. 

Les  milieux de  culture que nous avons étudiés sont constitués : 



- d'un milieu minéral  ; 

- d'une source de carbone ; 

- d'une source  d'azote 

- d e  fac teurs  de croissance.  

AprSs comparaison des milieux minéraux proposés par  

différents au teurs ,  en particulier LACOSTE (1965) pour les  

Leptosphaeria et  Mc VEIGH et MORTON (1965) pour l e s  Histo- 

p lasma,  a insi  que ceux ci tés  par  COCHRANE (1958), nous avons 

retenu la composition minérale  suivante : 

Arachniotus albicans n'exige pas  de facteurs  de c ro issance  pour 

son développement ; nous avons cependant fourni dans nos milieux 

100  tLg/l de thiamine e t  5 pg/l de  biotine. C e s  vitamines ont une a c -  

tion sur  la reproduction sexuée de nombreux champignons, e t  c ' e s t  

pourquoi nous l e s  avons fournies.  

Le pH de  tous l e s  milieux e s t  amené à 5 , 6  avant autoclavage 

à l 'aide d'une solution normale de NaOH. 

Nous avofis réa l i sé  nos e s s a i s  en choisissant dsabord une source  

de carbone, puis une source  d'azote ; enfin nous avons fait  v a r i e r  les  

concentrations de  ces  deux sources  en observant  l e s  résul ta ts  obte- 

nus su r  la  reproduction sexuée. Nous avons complété cette étude par  

l'influence du pH sur  l a  croissance e t  la  reproduction. 

- Choix dsune source de carbone : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Dans cette expérience nous avons fourni l 'azote sous fo rme  

de glycocolle. L a  concentration d'azote retenue étant 100 mg/l  c e  qui 



correspond environ à l a  concentration en azote du milieu YpSs dilué 

au  1/4. La source  de carbone e s t  fournie aux concentrations de 2, 

4 e t  8 g/l. L e  tableau 2 indique les  résu l ta t s  a p r è s  14 jours de culture. 

Tableau 2 : I ~ ~ l u e n c e  de l a  natwte eA de l a  c o n c e n t ~ o n  de l a  houhc~  
de cmbone n u  l a  fiephoduction .LS exuée d' AmchYLioZu~ dbicanh 
au 74éme jowt. 

amidon soluble  

Légende : P = péri thèces m û r s  - E: = ébauches de  périthèces 
(pas d 'ascospores  m û r e s )  - O = sexualisation nulle. 

Dans ces  conditions, l e s  concentrations de  8 g/l et  plus 

de  suc re  ne  sont pas  favorables à l a  reproduction sexuée sauf pour 

l 'amidon soluble qui doit ê t r e  hydrolysé au  fur  et  à mesure ,  la con- 

centration en suc re  directement  utilisable res tan t  faible. LACOSTE 

(1 965) observe l e  même  phénomène chez les  Leptosphaeria qu'il 

étudie. 

Nous avons retenu l e  maltose qui donne d e s  pér i thèces m û r s  

en 14 jours pour deux des  concentrations essa.yées. 

- Choix d'une source d'azote : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
100 mg N/1 ont été fournis par  d iverses  sources  : KNO , 

3 
NaNQ3, (NH ) S04,  l e  glycocolle, la sgrine,  l 'asparagine et  l l a r g i -  

4 2 
nine, la source  de carbone étant du maltose à raison de  2 g/l. 
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Dans c e s  conditions, l e s  sources d'azote minéra l  ont p e r m i s  

la croissance du champignon ma i s  non la production de  périthSces 

n i  d'ébauches à 14 jours.  Les  acides aminés p a r  contre ,  pe rn~c t t en t  

l a  reproduction sexuée e t  i l  y a peu de différence en t re  ces  milieux. 

Nous avons donc choisi l 'acide aminé le  plus s imple,  soit  l e  glycocol- 

l e ,  ppur la  sui te  des  expériences.  

- Influence de  l 'équilibre C/N et  de l a  concentration en C e t  N : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Dans cette expérience l a  source de carbone e s t  représentée 

p a r  du maltose,  l e s  concentrations retenues étant 0 ,  5 g/l, 1, 2, 4 e t  

8 g/l. L'azote e s t  fourni aux concentrations de  25,  50, 100, 200 e t  

400 mg/l  p a r  du glycocolle. 

Dans l e  tableau 3 ,  nous indiquons l e  temps  nécessa i re  à l 'ap- 

parition des  couples de fi laments sexuels,  que nous appelons ébau- 

ches,  et  l e  temps  nécessa i r e  à l a  maturation d e s  pér i thèces ca rac té -  

r i s é s  par la  présence d 'ascospores  mûres  ; l e s  tubes de  culture sont 

conservés à lsobscuri té  et  chaque jour nous observons un lot de tubes  

correspondant à chaque milieu. L'expérience e s t  a r r ê t é e  à 14 jours.  

Tableau 3 : Reptiodudion /sexuEe d' Amclzn ioX~ a lb ica~n en ~ o u z d o n  de 
l a  cancenttaLiorz w glycocoCLe e;t en m&oae. 

Légende : 1 : date d'apparition des  ébauches d e  périthèces ; 
nombre supérieur de chaque case .  

2 : date de maturation des  pér i thèces ; nombre in- 
fé r ieur  de  chaque case .  

3 : l e  signe ( - )  indique l 'absence d'ébauches ou de pé r i -  
thèces au 14e jour. 



Nous remarquons que l e s  milieux placés s u r  une même ligne 

diagonale descendante ont l e  même équilibre C/N. Les  résul ta ts  ont 

tendance à s e  placer  selon de te l les  l ignes ce  qui montre  que l 'équi-  

l i b re  C/N joue un rô le  dans la  reproduction sexuée dlAracliniotus - albi-  

caris. La concentration du milieu joue un rô le  également : l es  milieux 

t rop  concentrés (8 g maltose/l  - 400 mg ~ / 1  par exemple) fournissent 

un abondant mycél ium aérien mais  res ten t  capables de fo rmer  d e s  

ébauches de périth'eces tandis que l e s  milieux ma l  équilibrés avec  

p a r  exemple 8 g/l de  maltose mais  une concentration dlazote inférieur,  

ou égale à 100 mg/l, ne fournissent plus d'ébauches. Depuis l e s  t r a -  

vaux des au teurs  du début du s iècle ,  KLEBS en part icul ier ,  il  e s t  

commun d 'aff i rmer que la reproduction sexuée s e  produit su r  d e s  m i -  

lieux pauvres.  Comme nous l 'avons m i s  en évidence en diluant l e  

milieu YpSs, nous observons également ic i  que l e s  milieux t rop  con- 

cent rés  ne permettent  pas l a  reproduction sexuée, mais  i l  peut en 

ê t r e  de même  d'un milieu plus dilué s i  l 'équilibre nécessa i re  e n t r e  

l e s  différents constituants n 'es t  pas respec te .  Ainsi,  d 'après  l e  t a -  

bleau 3 ,  s i  on dilue un milieu contenant 100 mg d'azote pour 8 g de 

maltose par  l i t r e ,  on n'obtiendra pas de péri thèces,  n i  même d'ébau- 

ches.  P a r  contre ,  en diluant l e  milieu contenant 200 mg d'azote pour 

8 g de  maltose,  s u r  lequel l e s  ébauches ne mûr issent  pas en 14 jours,  

on obtiendrait cette maturation pour l e s  dilutions au  1/2 et  1/4, e t  la 

dilution au 1/8 ne permet t ra i t  de  nouveau plus la  maturation. Ce la  

e s t  à indiquer au conditionnel, c a r  l e  tableau 3 correspond à la d i lu-  

tion des seules  quantités de maltose et-d'azote,  l e  milieu minéra l  et  

l e s  vitamines n'étant pas dilués. 

Il faut noter  également que l e  milieu de Sabouraud dilué a u  

1/10 contient 2 g de  glucose par  l i t r e  pour 140 mg dsazote ; le  r a p -  

port  carbone/azote devrait  pe rme t t r e  la  reproduction sexuée. I l  n'en 

e s t  r ien,  nous l'avons vu. Il e s t  possible, e t  sans doute probable, 

qu'avec le  glucose comme Sour ce  de carbone l 'équilibre doit ê t r e  

a justé  avec plus de  précision. On peut également penser  qu'un ion 

indispensable ou une vitamine soit  en quantité insuffisante dans le 

milieu de Sabouraud dilué. 



L e  respec t  d'un équilibre convenable en t re  l e  carbone e t  

l 'azote n 'es t  sans  doute pas une condition suffisante pour obtenir des  

pér i thèces m û r s  df.Arachniotus -- albicans,  mais  i l  semble que c e  soit 

une condition nécessa i re .  

Dans son t r ava i l  su r  Nectr ia  galligena, DEHORTER (1 972) 

a trouvé lui a u s s i  que l'induction sexuelle était  sous la dépendance 

d'un rapport  C/N convenable, l e s  quantités absolues de carbone et  

d'azote pouvant v a r i e r  entre cer ta ines  l imites  ; des  quantités d e  c a r -  

bone trouvées inhibitrices dans des  t ravaux antér ieurs ,  ne l e  sont 

pas s i  une dose  cor rec te  d'azote l eu r  e s t  associée.  

- Influence du pH : - - - - - - - - - - - - - -  
LOCKWOOD (1937) a montré  que chez cer ta ins  champignons 

( ~ e n i c i l l i u m  javanicum, Aspergillus herbor iorum,  Chaetornium $0- 

bosum) cultivés en milieu tamponné, l e s  pér i thèces peuvent s e  f o r m e r  

dans une la rge  gamme de pH, ma i s  l e s  asques ne mûr issent  qu'à pH 

neutre  ou faiblement alcalin. 

WEITZMAN et SILVA-IIUTNER (1 967)  cultivent d ive r ses  

Gymnoascaceae s u r  des  milieux à base  d'avoine e t  observent qulArthrc 

d e r m a  benhamiae fo rme  des pér i thèces s u r  un milieu contenant de la  

far ine d'avoine et  d e s  sels  minéraux m a i s  non s u r  ce même  milieu 

dépourvu de se l s .  C e s  auteurs  pensent que l e  pH du milieu contenant 

uniquement l 'avoine se ra i t  devenu t rop  alcalin au cours  du dévelop- 

pement fongique et aura i t  empêché l a  fructification sexuée du champi- 

gnon. I 

Nous avons donc cultivé&. albicans su r  des  milieux compre-  

nant du maltose (2 g/l),du glycocolle (1 0 0  mg ~ / 1 ) ,  de la thiamine 

(100 FLg/l), de l a  biotine (5  pg/l) et  l e  milieu minéra l  précédemment 

défini ma i s  dont l e s  1 ,  5 g/l de KH P O  ont été. remplacés p a r  un équi. 
2 4 

l ibre  de  KH P O  e t  de  Na H P 0 4  De cette manière  nous pouvons 
2 4 2 

a jus te r  l e  pI3 du milieu à différentes valeurs .  Le tableau 4 indique les  

pH obtenus en fonction des concentrations respect ives  des  deux phos- 
---  

phates. La concentration en ions PO4 de  ces  milieux e s t  la même 

e t  correspond à 1, 5 g/l de KH2P04. 



Tableau 4 : pH d a  milieux de c&uhe avant  et apk& aLLt~Ceamge en 
dondion de l ' é y i d i b k e  en KHIP04 et Na2H POq 

I 

pH théo r i que  du tampon 

pH du m i l i e u  avant autoc lavage 

pH du m i l i e u  après autoc lavage 

L a  f igure 2 montre  l e s  résu l ta t s  de cette expérience ; l 'am- 

plitude de variation de pH au cours  de l a  culture diminue lorsque  l e  

pH de départ  augmente. Elle e s t  faible (0, 5 unité de PH) lorsque  l e  

pH de départ  e s t  6,  5 (tampon pH 7, O ) ,  e l le  e s t  a s s e z  importante 

( 1 , s  unité d e  p ~ )  pour un pH initial de  4 , s  (tampon pH 5,O). 

La  cro issance  e s t  plus rapide lorsque l e  pH initial augmen- 

t e  de 4 , s  à 6 ,  5 ; il semble y avoir peu de  différence en ce qui con- 

cerne  la m a s s e  maximale de mycélium fournie aux différents pH, 

bien que pour l e s  pH 4 , 8  et  5 ,3  nous ne connaissions pas exactement 

cette m a s s e ,  l e  développement maximal  ne  semblant pas  avoir  é té  

atteint au 16ème  jour de culture. Sur  c e s  mêmes  milieux gélosés ,  

nous avons obtenu l e s  ébauches de  péri thèces à 9 jours pour l e s  

pH 5 , 3  ; 5 , s  e t  6 , 4  ; à 10 jours pour l e s  pH 4 , s  et 6 ,5 .  Les  asques  

étaient m û r s  à 12 jours pour l e s  5 pH différents.  Dans tous l e s  cas 

l e s  pér i thèces étaient en nombre équivalent. 

I l  s emble  donc que pour Arachniotus albicans l e  pH init ial  

du milieu compr i s  en t re  5 et  7 ait peu d'influence s u r  l a  reproduction 



masse d 

mycéliur 
mg 



sexuée ; l a  croissance e s t  cependant plus rapide pour  un pH initial 

d e  6,  5 que pour un pH plus acide,  m a i s  i l  faut r e m a r q u e r  que l e  

pH du milieu de culture var ie  davantage dans ce  d e r n i e r  cas. Pour  

s t ab i l i s e r  davantage l e  pH, nous avons réa l i sé  d e s  milieux plus 

for tement  tamponnés. Nous avons porté la molar i té  du tampon phos- 

phate des  milieux précédents à M/15, les  pH obtenus étaient respec-  

tivement 5, 1 - 5 ,6  - 6,O - 6,  5 et  6 , 8  avant autoclavage et  4 , 8  - 5 , 2  

5 , 7  - 6 , 4  et 6 , 7  a p r è s  autoclavage. Dans ces  conditions les  variatior 

de  pH sont faibles ,  l e s  courbes de croissance montrent  également 

une vi tesse de développemerit plus grande lorsque l e  pH de culture 

passe  de 4 , 8  à 6,4 .  La courbe obtenue à pH 6 , 7  e s t  a s s e z  voisine 

de  celle obtenue à pH 6 , 4 ,  l a  vi tesse de c ro issance  étant un peu 

plus faible à pH 6, 7 (voir f igure 3 ) .  Il faut r e m a r q u e r  également 

qu'avec cette concentration en phosphate, l e s  courbes atteignent 

plus rapidement un maximum beaucoup plus élevé qu'avec une con- 

centration ~ / 9 0 .  

La  fructification sexuée s u r  l e s  milieux gélosés  correspon-  

dants ,  montre  un re ta rd  pa r  rappor t  aux milieux moins tamponnés. 

Ic i  l e s  asques ne sont m û r s  qu'à 16 jours pour l e s  pH 4 , 8  ; 5 , 2  ; 5 , 7 .  

Au pH 6 , 4  e t  6 , 7  l e s  ébauches ne  contiennent pas encore  d'asques 

à cette date.  Les for tes  concentrations en phosphate uti l isées ic i  

semblent donc ê t r e  défavorables à l a  reproduction sexuée a l o r s  

qu'elles augmentent la cro issance  ; l e s  courbes de la figure 4 ont été 

obtenues s u r  des  milieux contenant un tampon phosphate à pH 6 , s  

à différentes molar i tés  : ~ 1 9 0 ,  ~ / 6 0 ,  ~ ! 3 0  et  M/15. El les  con- 

f i rment  l e  fa i t  que l e  maximum de  croissance e s t  dtautant  plus élevé 

que l e  tampon es t  plus concentré. 

- Conclusion : - - - - - - - - - -  
La composition du milieu de  culture joue un rô le  impor - 

tant dans la possibilité de  reproduction sexuée chez Arachniotus 

albicans.  L'étude d'un milieu synthétique a pe rmis  d e  met t re  en évi- 

dence l e  rô le  de s e s  différents éléments.  Tout d 'abord la nature 

de  sources  carbonée e t  azotée n'est  pas indifférente. Le  maltose 
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ou l e  f ructose sont préférables  au glucose ou à l 'amidon. L'azote 

minéra l  ne fournit  que du mycél ium sans  péri thèces,  l e s  ac ides  

aminés  tes tés  ayant tous pe rmis  la sexualisation du champignon. La 

reproduction sexuée ne dépend pas des  faibles concentrations, ni  

d e s  concentrations élevées m a i s  d'un équilibre de  concentrations 

convenables. Le choix du pH initial du milieu en t r e  5 e t  7 ne modi- 

fie pas  la date  de maturation des  pér i thèces bien que la c ro issance  

soit  plus rapide à pH 6 ,  5. La  concentration en phosphate qui s t imu- 

l e  la  croissance lorsqu 'el le  passe  d e  ~ / 9 0  à ~ / 1 5 ,  re ta rde  cette 

maturation. 

Il e s t  donc possible d 'é laborer  un milieu de  culture synthé- 

tique permettant d'obtenir régul ièrement  des  pér i thèces mûrs .  C e  

milieu permet  d'étudier l e  rô le  de chacun de s e s  composants ; il 

pouvait également se rv i r  de  point de  départ  pour l 'étude nutri t ive 

d 'au t res  espèces de Gymnoascaceae et  en part icul ier  des  espèces 

paras i tes  de  l 'homme et des  animaux. 



CR01  SSANCE ET REPRODUCTION SEXUEE 

D'ARTHRODERMA VANBREUSEGHEMI 1 

Le  but de notre  t ravai l  é tai t  de proposer  un milieu de cul ture  

synthétique, dont on pouvait contrôler facilement la concentration 

des  différents é léments ,  e t  qui permette  d 'obtenir régulièrement 

l a  fructification sexuée d'un champignon dermatophyte.  Les  r é su l -  

t a t s  obtenus par  TAKASHIO (1 969-1 973)  s u r  un milieu semi-synthé - 

tique et  nos propres  résu l ta t s  dans la cul ture  dlArachniotus albicans 

nous encourageaient dans cette voie de recherche .  I l  suffisait d e  

remplacer  la néopeptone du milieu de TAK4SHIO pa r  une source  

d'azote de  composition chimique connue pour obtenir un milieu 

synthétique qu'il r e s t a i t  ensuite à amél iorer  en étudiant l'influence 

d e s  d ivers  composants sur  la  reproduction sexuée. 

Malheur eusement,  Arthroderma vanbreuseghemn ne s e  d é  - 
veloppait pas ou s e  développait m a l  su r  l e s  d ive r ses  sources d'azote 

que nous lui  avions proposées.  Il a donc é t é  nécessa i r e  d'étudier 

au  préalable la  c ro issance  en milieu synthétique de  cette espèce 

pour obtenir un développement rapide et  important  du mycélium, 

auss i  proche que possible de celui obtenu s u r  néopeptone. 

CROISSANCE ET REPRODUCTION SEXUEE SUR LE MILIEU DE 

SABOURAUD DILUE ET SES MODIFICATIONS. 

TAKASHIO (1 969 et 1973) a montré que d ivers  dermatophytes,  

en part icul ier  Ar throderma v a n b r e u s e ~ h e m i i ,  s e  reproduisait  

sexuellement su r  d iverses  dilutions du mil ieu de Sabouraud auquel 

on ajoute des  se l s  minéraux. Cet  auteur n 'a  cependant pas établi 



de  courbe de  croissance d e s  espèces  qu'il a étudiées,  e t  il ne p r é -  

c i se  pas non plus l e s  délais de  fructification. Nous avons voulu 

p r é c i s e r  ces  deux points pour pouvoir y comparer  l e s  résu l ta t s  

obtenus en mil ieu synthétique. 

- Etude de  la croissance d lAr throderma vanbreuseghemii . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
su r  l e  milieu proposé p a r  TAKASHIO : 

La composition du mil ieu de culture retenu pa r  TAKASHIO 

pour fa i re  fructifier&. vanbreuseghemii a la composition suivan- 

t e  : 

-Glucose  pur ................... 2 g  

............ - Néopeptone Difco..  l g  

- KH PO4.. .................... . l  g 
2 

- Agar.. ...................... . 20  g 

- Eau ........................ 1000 ml 

La courbe de  cro issance  a é té  réa l i sée  avec  la souche R V  

27 960 (qui por te  l e  signe d'incompatibilité t) en fioles de  Roux de  

1 l i t r e  contenant 100 m l  de milieu de  culture liquide, à 24°C et à 

l 'obscurité.  L'ensemencement d e s  fioles e s t  fait à l 'aide d'une s u s -  

pension de spores .  Nos résu l ta t s  sont consignés dans la  figure 5. 

La reproduction sexuée a é té  obtenue s u r  l e  mil ieu gélosé 

en plaçant l e s  explantats des  deux souches R V  27 960 e t  RV 27 961 

(qui porte l e  signe d'incompatibilité -) à 1 c m  de dis tance en boîte 

de P é t r i  de 9 c m  de diamètre  contenant environ 20 m l  de  milieu. 

A 24°C et à l 'obscurité l e s  pér i thèces sont fo rmés  à la l imite  des  

deux colonies e t  m û r s  à 12 jours .  

Nous avons essayé également d'employer la méthode pré-  

conisée par  DEHORTER (1972) pour obtenir la  sexualisation en m i -  

l ieu liquide : nous avons ensemencé avec des  suspensions de  spores  

d e s  de- souches,  15 m l  de mil ieu de culture non gélosé contenus 

dans des  tubes de  Legroux dont l e  fond es t  tapissé de  6 baguettes de 



Figure  5 : Cro i s  sance pondérale d8Arthroderma vanbreus eghemii 

sur  milieu de  Sabouraud dilué au  1/10 plus se l s  minéraux 

(milieu de ~ a k a s h i o ) .  
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v e r r e  Pyrex d e  6 m m  de diamètre .  Dans c e s  conditions, l e  mycé-  

l ium se  développe à l a  surface du milieu, maintenu par  l e s  baguet- 

t e s ,  et  r e s t e  convenablement a é r é .  Nous avons de  cette manière  

obtenu des  pér i thèces m û r s  a p r è s  11 jours  de  culture. 

Cette p remiè re  s é r i e  de  cul tures  nous a permis  de p réc i se r  

l e  maximum d e  la courbe de cro issance  : 150 mg  à 14 jours e t  l e  ' 

délai  de la reproduction sexuée : l e s  pér i thèces sont m û r s  à 11 - 
12 jours. La reproduction a donc bien l ieu dans c e s  conditions pen- 

dant l a  phase de  croissance sur  l e  milieu fourni ne  contenant en-  

c o r e  à ce  stade que peu de produit de  lyse.  Lorsque l a  reproduction 

a l ieu ap rès  l e  maximum de cro issance ,  e l le  s e  produit s u r  un 

milieu contenant principalement un autolysat du champignon et donc 

t r è s  différent du milieu initial. 

- Modification du milieu d e  TAKASHIO en vue d e  remplacer  . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
la néopeptone : - - - - - - - - - - - - -  
La néopeptone représente  daris l e  milieu de culture que 

nous étudions, la source d'azote. Mais el le  fournit également d e s  

éléments minéraux e t  c 'es t  pourquoi TAKASHIO n'apporte que du 

phosphate monopotassique e t  du sulfate de  magnésium. Si nous 

supprimons l a  néopeptone, il faudra appor ter  un milieu minéral 

complet, et nous avons choisi celui uti l isé précédemment pour Arach-  

niotus albicans.  

Il e s t  possible également que la  néopeptone contienne d e s  

vitamines. P a r  sui te  nous avons décidé de  fournir  un mélange vita- 

minique dans l e s  milieux d e  culture synthétiques. 

Nous avons vérifié que l e  mélange d e  vitamines et l e  mi -  

l ieu minéral  choisis étaient sans effet, n i  inhibiteur ni st imulateur 

s u r  la  croissance e t  la  reproduction sexuée diArthroderma van- 

breuseghemii,  lorsqu'i ls  sont fournis avec l e  milieu d e  Sabouraud 

dilué au 1/10, en remplacement des  deux s e l s  ajoutés par  TAKA- 

SHI0 ; pour cela,  nous avons réa l i sé  l e s  milieux suivants : 



- Milieu de Sabouraud dilué au  1/10 additionné de  se l s  selon 

TAKASHIO et additionné également de vitamines ; 

- Milieu de Sabouraud dilué au 1/10 additionné du milieu miné-  

r a l  complet e t  de vitamines. 

C e  dern ier  milieu a finalement la  composition suivante : 

.......... - Glucose. 2 g/l 

- Néopeptone.. ...... 1 g/l 

- Milieu minéra l  : 

.................. - KH PO4.. . l ,  5 g/l 
2 

............. - MgS04, 7H20.. 0, 5 g/l 

- Vitamines : 

.................. - Thiamine .100 vg/l 

- Biotine.. ..................... 5 vg/l 

.................... - Inositol.. . 5  mg/l 

.......... - Acide nicotonique. .100 ug/l 

- Pantothénate de  Calcium..  ... .ZOO l~g/ l  

- Riboflavine.. ............... . I o 0  ~ g / l  

- Pyridoxine hydrochloride ..,. 1 0 0  pg/l 

L e s  courbes de croissance obtenues s u s  ces  deux milieux 

sont comparées dans la  figure 6 avec celle que nous avons obtenue 

s u r  l e  milieu de TAKASHIO. On note t r è s  peu de  différence en t re  

c e s  t ro i s  courbes,  sauf peut-être  un léger  effet inhibiteur en fin d e  

c ro issance ,  auss i  bien en présence  des vitamines seules qu'en 

présence  des  vitamines e t  du milieu minéral.  

Sur  l e  milieu de culture complet, en tubes de Legroux mu-  

n i s  de  baguettes de v e r r e ,  la reproduction sexuée a l ieu dans un 

délai  de 11 jours,  identique à celui observé s u r  l e  milieu de TAKA- 

SHIO. 



Figure  6 : Croissance  pondérale d8Arthroderma vanbreuseghemii s u r  

des  milieux de  culture dér ivés  du Sabouraud dilué au 1/10. 

masse de 

-* milieu de Sabouraud dilué au 1/10 + KH 2 P O  4 et  MgSO 
4 

,,,,,,. ,,,,,,, milieu de  Sabouraud dilué au 1/10 t KH P O  e t  MgSO 
+ vitamines 

2 4 4 

........ .,....... milieu de Sabouraud dilué au 1/10 + milieu minéral  com- 
plet  + vitamines. 



- E s s a i s  de substitution d e  la  néopeptone : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Pour  que notre  milieu de cul ture  soit de composition chimi- 

que définie, il suffit maintenant de remplacer  la néopeptone p a r  une 

source  d'azote définie. Un g ramme de néopeptone apporte 140 mg  

d'azote selon l e  manuel Difco. Nous avons donc fourni dans nos  

milieux de cul ture  140 mg d'azote sous différentes formes.  

La suppression de  la  néopeptone nous a également obligé 

à rectifier l e  pH d e  nos milieux de culture avant autoclavage e t  à l es  

amener  à pH = 6,O. En effet, TAKASHIO ne  préc ise  pas  le  pH d e  

son milieu e t  pa r  conséquent ne l e  rectifie pas ; c 'est  ce que nous 

avions fait précédemment,  la néopeptone ayant un certain pouvoir 

tampon. 

Dans l e s  conditions que nous venons de définir ,  l e s  deux 

sources  d'azote minéra l  que nous avons fournies,  KN03 et (NH ) SO 
4 2  4 

n'ont pas p e r m i s  l a  croissance de la  souche RV 27 960. 

Nous avons auss i  essayé  l e s  ac ides  aminés  de  la s é r i e  L : 

certains  de  c e s  acides aminés : proline, glycocolle, histidine, 

thréonine, méthionine et  valine ne permettent pas non plus la c ro i s -  

sance ; tandis que la cystéine et  l a  phénylalanine font s e  dévelop- 

pe r  un t r è s  fin voile mycélien dont il n 'a  pas  été possible d'évaluer 

l a  masse.  

D'autres  acides aminés  ont procuré  un développement que 

nous avons m e s u r é  ap rès  1 2  jours de  culture.  Pour  ceux-ci nous 

avons également pu observer  la reproduction sexuée en milieu li - 
quide dans d e s  tubes de Legroux munis de  baguettes de  ve r re  ; l 'en- 

semble de c e s  résu l ta t s  e s t  indiqué dans l e  tableau 5 . 



Tableau 5 : Chahs m c e  & neprruducCion n exué e d' Anthrrodmia vcuzbheun eg h W  
n a  d a  mif ieux de cuRtwre n ynthé;t iyua corztmautt un acide aminé 

* 
L e s  pseudopérithèces ont l 'aspect macroscopique des périthèces,  ma i s  ne  
contiennent ni asques,  n i  ascospores  ; i ls  sont rempl is  de  microconidies. 

L e  signe I l-" indique l 'absence de périthèces ou d'ébauches a p r è s  18 j o u r s ,  
d e  culture. 

- 

Date de matura t ion  
des p é r i  thèces 

- 

- 

12 j. 

- 

- 

- 

- 

- 

14 j. 

16 j. 

- 

- 

- 

- 

- 

- 

Acide aminé 

Acide glutamique 

Pro1 i ne 

Arg i  n i  ne 

Acide aspar t ique 

Lys i ne 

Thréoni ne 

I s o l  euc i  ne 

Méthionine 

Sér ine  

Al an i  ne 

Glycocol 1 e 

Cystéîne 

Leuci  ne 

Val i ne 

Phényl a lan ine  

H i s t i d i n e  

Croissance 
à 12 j o u r s  

60 mg 

O mg 

18 mg 

36 mg 

4 mg 

O mg 

5 mg 

O mg 

13 mg 

60 mg 

O mg 

Traces 

8 mg 

O mg 

Traces 

Traces 

Présence d'ébauches 
ou de pér i thèces  

à 18 j o u r s  
................................................................................. 

* 
Pseudopéri t hèces 

- 33 

Pér i  t hèces 

Pseudopéri thèces 

- 

- 
- 

- 
P é r i t  hèces 

Pér i  thèces 

- 

- 

Couples sexuel s 

- 

- 

- 



Nous remarquons d 'après  ce tableau que l e s  m a s s e s  d e  

mycélium récupérées  sont faibles e t  tout au  plus égales  à la moitié 

d e  celles que lDon obtient s u r  néopeptone pour un m ê m e  temps d e  

culture. Malgré cela ,  on obtient la  reproduction sexuée sur  c e r -  

tains acides aminés.  I l  e s t  remarquable que l'on obtienne des  pé-  

r i thèces m û r s  à 12 jours s u r  l 'arginine a l o r s  que l a  croissance e s t  

t r è s  faible. 

L e s  résul ta ts  concernant la  croissance,  sont en accord 

avec  ceux d e  DROUHET et MARIAT (1952) e t  DROUHET (1952) qui 

ont cultivé différents dermatophytes sur  des  milieux synthétiques 

gélosés.  C e s  auteurs  n'ont obtenu une bonne cro issance  que s u r  l e s  

sources  d'azote organique. Malheureusement, i ls  ont utilisé d e s  

milieux gélosés  e t  n'ont pas  indiqué les  m a s s e s  de  mycélium produi 

t e s  sur  chaque acide aminé . Nos résul tats  ne sont cependant pas  

en accord parfait  : Trichophyton mentagrophytes ut i l iserai t  selon 

DROUHET le  glycocolle, l a  proline,  la  thréonine e t  la  valine. Plu-  

s i eu r s  explications peuvent ê t r e  données: 

- l a  souche de Trichophyton mentagrophytes cultivée par  

DROUHET n'appartient peut-être  pas à l 'espèce Ar throderma van- - 
b r  euseghemii ; 

- l e s  cultures sont fai tes  en milieu gélosé, e t  l 'agar peut con- 

ten i r  des  substances qui st imulent la  croissance du champignon ; 

- l e s  cultures sont observées a p r è s  un mois  de  culture à 25°C 

e t  non comme les  nôtres  a u  bout de  12  jours. 

VIDON (1973) note dans s a  thèse qu8Arthroderma s imi i  ne 

s e  développe pas en présence d e  (NH ) SO comme source  d'azote. 
4 2  4 

Il croî t  p a r  contre s u r  l 'alanine, l 'acide aspart ique,  l 'asparagine, 

l e  glycocolle et la phénylalanine. La cystéine, l a  méthionine e t  l e  

tryptophane ne permettent pas l a  croissance qui e s t  lente en p r é -  

sence de lysine.  Ces  résul ta ts  ont é té  obtenus en milieu gélosé e t  

la masse  d e  mycélium n'a pas été mesurée.  Selon VIDON, l 'alani- 

n e  es t  la  meil leure source  d'azote. 



Selon Mc VEIGH et  CAMPBELL c i tés  p a r  DROUHET (1952), 

la croissance de Trichophyton mentagrophytes obtenue en présence 

d'un seul acide aminé n'atteint pas  celle que l'on obtient en présen-  

c e  d'un mélange d'acides aminés  comme celui qui figure dans l'hy- 

drolysat de caséine. Cette observation e s t  également en accord avec 

nos m e s u r e s  et nous avons essayé  de cultiver Arthroderma van- 

breuseghemii s u r  d ivers  mélanges d'acides aminés  conçus à part i r  

d e  l 'analyse de la néopeptone Difco. 

- Croissance  s u r  des  mélanges d'acides aminés  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
. a)  néopeptone reconstituée : ...................... 

L e  p remie r  mélange d'acides aminés  que nous avons 

essayé  de  fournir  e s t  auss i  l e  plus complexe. I l  s'agit de 1,'ensemble 

d e s  amino-acides t rouvés dans la  néopeptone e t  fournis dans l e s  
i 

proportions révé lées  par  l 'analyse du produit . 
En procédant a ins i ,  on r éa l i se  une l'peptone synthé- 

tique" dont on connait exactement la ccîmposition ; on élimine de l a  

s o r t e  l 'apport pa r  la peptone, d e  se l s  mingraux e t  de vitamines que 

nous n'aurions pas fournis dans l e s  milieux synthétiques. 

L'analyse a p r è s  hydrolyse à l 'acide chlorhydrique 

n e  permet  pas  de  re t rouver  l e  tryptophane qui n 'a  pas été  dosé et  

n 'a pas non plus é té  fourni. Malgré cette absence de tryptophane la 

cro issance  s u r  ce  milieu e s t  a u s s i  rapide e t  a u s s i  importante que 

s u r  celui de  TAKASHIO ; l e  maximum d e  cro issance  e s t  atteint 3 

14 jours avec 150 mg  de  mycélium (figure 7). 

b) mélanges de  5 ou 6 acides aminés  : ............................... 
Nous avons essayé  de  s implif ier  l e  mélange cons- 

t i tué par  l a  néopeptone en ne  tenant compte que d e s  6 acides aminés 

qui apportent la  plus grande quantité d'azote, so i t  pour l 'ensemble 

d e s  6 acides aminés  58 % d e  l 'azote contenu dans la néopeptone ; 

c e s  6 acides aminés  sont l 'acide glutamique, l 'arginine,  la  lysine, 

la proline, l e  glycocolle, la leucine. 

* 
Cette analyse a é t é  réa l i sée  pa r  M. RUFFIN que nous r emerc ions  t r è s  sincèrement,  



Figure  7 : Croissance  dlArthroderma vanbreuseghemii en présence 

d'un mélange d'acides aminés reconstituant la  néopeptone. 

masse c 

mycéliui 

mg 

1 5 i  

1 0  O 

5 O 

1 1 I 1 1 I 

4 6 8 
1 1 

1 O 1 2  1 4  1 6  1 8  jours 



Dans cet e s sa i ,  chaque acide aminé apporte la  

même  quantité d'azote soit  2 3  mg. Sur  ce  mélange, l a  c ro issance  

qui e s t  d 'abord voisine de celle obtenue s u r  néopeptone reconstituée 

s e  ralentit ensuite e t  l e  maximum n 'es t  pas  encore atteint à 18 jours. 

Dans un au t re  e s sa i ,  nous avons fourni l 'acide glu- 

tamique, l 'arginine, la  proline, l a  leucine et  la sé r ine  soit 5 ac ides  

aminés apportant chacun 28 mg d'azote. Les  résu l ta t s  sont a s s e z  

semblables à ceux obtenus avec l e  mélange de  6 ac ides  aminés ; la 

croissance qui es t  bonne dans l 'ensemble,  présente  un certain r e -  

t a rd  par  rapport  à l a  néopeptone reconstituée a p r è s  l e  14ème jour. 

Nous obtenons cependant 150 mg  de  mycélium s e c  (figure 8). 

Ainsi, il s e  vérifie que la  c ro issance  e s t  meil leure 

s u r  un mélange d'acides aminés que su r  un seul. Il semble que 

l 'apport de  140 mg d'azote permette  la production de 150 mg de my- 

célium s e c ,  dans l e s  conditions de culture adoptées. Nous avons 

essayé de  simplifier l a  source d'azote, et  de f a i r e  c rof i re  Ar thro-  

de rma  vanbreusevhemii su r  d ivers  mélanges de  deux acides aminés  

en mesurant  l a  m a s s e  de  mycélium sec  récolté a p r è s  12 jours d e  

culture. De cette manière  nous n'avons jamais obtenu une quantité 

de  mycélium égale à celle fournie dans l e  même  temps  par  la néopep- 

tone ou l a  néopeptone reconstituée.  Une m e s u r e  unique a u  12ème 

jour e s t  insuffisante c a r  on ne peut savoir si l e  résu l ta t  faible e s t  

dû à un temps  de latence important,  .ou bien à une vi tesse de c r o i s -  

sance faible. Nous avons a l o r s  décidé d'abandonner la mesure  uni- 

que pour étudier des  courbes de  croissance complètes. Cette mé- 

thode a llinconvSnient d 'ê t re  fastidieuse,  ma i s  c ' es t  la seule qui 

permette  d e  c-omparer l e s  résul ta ts .  Nous nous sommes auss i  at- 

taché à fournir  l e s  acides aminés  en fonction d e s  voies métabo- 

liques dans lesquels ils interviennent. 

Avant de présenter  l e  résul ta t  de  not re  t ravai l  s u r  

la nutrition azotée d'A. vanbreuseghemii, nous examinerons l e s  voies 

de  synthèse des  acides aminés.  



Figure  8 : Croissance dlArthroderma vanbreuseghemii su r  des  milieux 

de culture synthétiques, renfermant  différents mélanges 

dsacides aminés  comme source d'azote. 

......... ..... .... mélange d'acide glutamique, proline, glycocolle, leucine, 
arginine e t  lysine.  

-----, ,-,,, ,, mélange d'acide glutamique, proline, leucine,  arginine 
et  sérine.  



SOURCE AZOTEE ET CROISSANCE. 

- Voies de synthèse des  ac ides  aminés  : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
C e  paragraphe a été rédigé en consultant principalement 

l e s  ouvrages de BERNFELD (1963), de ESSER et KUENEN (1967) 

e t  de AUBERT et Coll. (1974). 

Chez  les  microorganismes capables d 'uti l iser l 'azote miné- 

r a l ,  le  p r e m i e r  acide aminé synthétisé e s t  l 'acide glutamique, 

selon la réact ion : 

NADPH ou NADH + a-cétoglutarate + H' + NH -acide glutamique + NADP 
-l 

3\ 
-t 

ou NAD + H20 

L'enzyme qui catalyse l a  réaction e s t  une déshydrogénase 

glutamique. L e  groupe aminé de  l 'acide glutamique peut ê t r e  ensuite 

t ransféré  s u r  d iverses  chaînes carbonées pa r  transamination : 

R-CH-COOH + R t  -C-COOH i$R-C-COOH + RlCH-COOH 

I I II I 

l e  cofacteur indispensable de cet te  réaction e s t  l e  phosphate d e  

pyridoxal. Selon la nature du chaînon carboné, on distingue plu- 

s i eu r s  fami l les  d 'acides aminés : 

- l a  famil le  de  l 'acide a-cétoglutarique dont l e  chef de f i le  

e s t  l 'acide glutamique ; en négligeant l e s  intermédiaires ,  on peut 

é c r i r e  : 

Acide a -cétoglutarique 

cide glutamiqu + Ornithine --) Arginine 
1 

Prol ine -bHydroxyproline. 

- l a  famil le  de  l 'acide oxaloacétique dont le  chef de file e s t  

l 'acide aspart ique : 



Acide oxaloacétique 

l 

Thréonine i-. Homosérine -Méthionine 

Acide a-cétobutyrique ---, Isoleucine. 

- l a  famille des  acides phosphoglycérique e t  pyruvique dont 

l e  chef de  file e s t  la  sér ine : 

Acide pyruvique -- Alanine 

Valine Leucine 

- la famille des  acides aminés  aromatiques : 

Indole -glycérolphosphate+ Tryptophar 

Acide shikimiqu- Acide chorismique 
/' 

\ Tyrosine 
Acide préphénique 

C ~ h ~ n y l a l a n i n e  

- l 'histidine, enfin, e s t  synthétisée par une voie par t icul ière  

à par t i r  d'un pentose. 

En tenant compte de  c e s  schémas de  synthèse,  nous avons 

décidé d'étudier la  croissance d8Arthroderma vanbr euseghemii 

d 'abord s u r  l e s  acides glutamique e t  aspartique e t  la  sé r ine  qui doi- 

vent couvrir  l a  plus grande pa r t i e  des  besoins en azote  du champi- 

gnon, l e s  acides aminés aromatiques e t  l'histidine s e  trouvant 

généralement en petite quantité dans l e s  protéines. En  agissant  

a insi ,  nous formulions l'hypothèse qu8Arthroderma vanbreuseghemii 



n'était affecté d'aucune déficience grave ,  et  s 'avérai t  capable d e  

synthétiser tous l e s  acides aminés ,  mais  seulement à une vi tesse 

faible, faute p a r  exemple de t ransaminer  correctement ,  ou à cause  

d'un manque d'acides a-cétoniques t ransaminables  en quantité suf- 

fisante. 

- Croissance  s u r  les  acides glutamique et  aspartique e t  la . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
~ é r i n e  : - - - - - - -  
Nous avons établi 5 courbes de c ro issance  s u r  d e s  milieux 

contenant l e  milieu minéral ,  2 g/l d e  glucose, l e s  vitamines c i tées  

précédemment,  et 140 mg d'azote p a r  l i t r e  fournis pa r  : 

soit  - de l 'acide glutamique 

- de l'acide aspart ique 

- de l a  sér ine  

- un mélange de  c e s  t r o i s  acides aminés ,  chacun ap -  

portant 47 mg  ~ / 1  

- de l a  néopeptone, pour obtenir une courbe témoin. 

Ces  courbes sont t r acées  s u r  la  figure 9. 

Nous remarquons tout dsabord qulArthroderma vanbreuse- 

ghemii  e s t  capable de  c ro î t re  s u r  chacun des  acides aminés  fournis 

séparément.  I l  e s t  donc capable de  synthétiser l e s  squelettes c a r  - 
bonés de  tous les  acides aminés ,  e t  d'effectuer l e s  transaminations 

avec comme donneur l'un des  t ro i s  acides glutamique, aspart ique ou 

sér ine.  Notons qu'il peut a u s s i  ut i l iser  comme donneur l'alanine 

e t  moins faci lement  l larginine,  puisque nous l'avons vu, nous obte- 

nons une cro issance  avec ces  sources  dsazote.  

Cependant, l e s  accro issements  pondéraux journal iers  sont 

relativement faibles : l a  vi tesse moyenne mesurée  pendant la phase 

de  c ro issance ,  soit  entre  4 e t  22 jours pour l e s  acides glutamique 

e t  aspart ique e s t  d e  5 ,7  mg par  jour, a lo r s  que pour la  néopeptone 

ent re  4 et 12 jours,  cette vi tesse est de  16 ,6  mg par  jour, soi t  t r o i s  

fois plus. L a  sér ine  permet  une vi tesse de  c ro issance  plus rapide : 

8 , 2  mg par  jour en t re  8 e t  22 jours ,  mais  l e  temps  d e  latence e s t  

beaucoup plus long avec cet  acide aminé. 



Figure 9 : Croissance  dtArthroderma vanbreuseghemii s u r  des milieux 

de cul ture  renfermant 140 mg d9azote/l  fourni sous différentes 

conditions. 

4  6 8  1 0  1-2 1 4  . 1 6  1 8  2 0 2  2 jours 

Nature d e  la source d'azote : 

O Néopeptone Difco 

A mélange d'acides glutamique et aspart ique et  
de sér ine (47 m g  ~ / 1  chacun) 

. . acide glutamique 

.......... ......... acide aspart ique 

,,,,,, sér ine.  



Sur le  mélange des  t ro i s  acides aminés ,  la vitesse de c ro i s -  

sance e s t  à peu p r è s  celle obtenue avec la sé r ine ,  soit 8 mg p a r  

jour,  e t  l e  temps d e  latence intermédiaire  en t r e  celui que l'on ob- 

se rve  s u r  les  acides glutamique ou aspart ique e t  l a  sér ine  uti l isés 

isolément.  Mais nous sommes encore loin de  la  courbe obtenue s u r  

néopeptone : un temps de latence plus long et  une vi tesse de c ro i s -  

sance deux fois plus faible apportent un r e t a rd  d e  10 jours au  mo-  . 

ment du maximum de  l a  courbe. Notons cependant que c e  maximum 

e s t  de l 'o rdre  de  150 mg avec l e  mélange, e t  qusi l  peut t r è s  bien 

ê t r e  de  ce t  o rd re  de  grandeur s u r  l e s  acides aminés  fournis sépa-  

rément  bien qu'il ne soit  pas  atteint a p r è s  22 jours  de culture. Il 

semble donc que c e  soit  uniquement la vi tesse de  développement 

seule qui soit affectée, la m a s s e  maximum de  mycélium produite 

étant toujours d'environ 150 mg. Une chaîne métabolique s e  déroule-  

r a i t  à vitesse faible et jouerait l e  rôle  de facteur  limitant. Si on 

parvenait  à augmenter l a  vi tesse de synthèse dans cette chaîne, ou à 

fournir  l e  produit final de  la  chaîne, l e  facteur l imitant disparai-  

t r a i t  e t  l a  vitesse de  croissance se ra i t  convenable. Nous avons vu 

que l e s  acides aminés  aromatiques et  l 'histidine sont synthétisés 

pa r  des  voies métaboliques par t icul ières  e t  on e s t  amené à s e  deman- 

d e r  s i  c e s  acides aminés m a l  synthétisés ne freineraient  pas la  

c ro issance  dlArthroderma vanbreuseghemii. 

- Effets des  acides aminés  aromatiques e t  de  l'histidine : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Pour r éa l i se r  cette s é r i e  de courbes d e  croissance,  nous 

avons fourni dans tous nos milieux de culture 140 mg d'azote p a r  

un mélange d'acides glutamique et  aspart ique e t  d e  sér ine  (47 mg ~ / 1  

chacun). 

Le  milieu ne  contenant que c e s  t ro i s  ac ides  aminés e s t  

p r i s  comme témoin. 

Dans un second milieu, nous ajoutons 10 mg/l  de chacun 

d e s  t ro i s  acides aminés  aromatiques : tryptophane, phénylalanine, 

tyrosine.  Le t ro is ième milieu ne  reçoit  que 10 mg/ l  d'histidine, l e  

quatr ième 10 mg/l  de  chacun des  quatre  acides aminés  : tryptopha- 

ne ,  phénylalanine, tyrosine et  histidine. 



Chacun des  milieux, 2 ,  3 et 4 reçoi t  a ins i  un supplément 

d'azote respectivement de 2,86 ; 2 , 7  et 5, 56 mg/l, soit infér ieur  à 

4 0 .  

Un gramme de néopeptone, qui renferme 140 mg  d'azote 

contient 7 ,  3 mg de tryptophane selon l e  manuel Difco, 34 mg de  

phénylalanine, 46 mg de tyrosine e t  24 mg d'histidine, d 'après  l'a- 

nalyse effectuée par  M. RUFFIN. 

Les  courbes de c ro issance  obtenues s u r  ces  4 milieux sont 

t r acées  s u r  l a  figure 10 ; nous avons t r a c é  pour comparaison une 

courbe obtenue s u r  néopeptone. 

Nous voyons que la  présence  des  acides aminés  aromatiques 

(milieux 2 et 4)  favorise la  c ro issance  e t  avance la date où l e  cham- 

pignon parvient au maximum de son développement. L'adjonction 

d'histidine (milieux 3 et 4 )  n'a que peu d'effets et  s e ra i t  même  plu- 

tôt inhibitrice en retardant  légèrement  la  croissance.  

I l  semble donc que lorsqu'on fournit l 'azote sous f o r m e  d'un 

mélange d'acides glutamique, aspart ique e t  de sér ine ,  la vi tesse 

de  c ro issance  dlArthroderma vanbreuseghemii soi t  l imitée p a r  la 

vi tesse d e  synthèse des acides aminés  aromatiques.  En  présence de  

c e s  d e r n i e r s ,  la vitesse de c ro issance  e s t  de 14 ,2  mg/jour en t r e  

6 e t  16 jours. Cette vitesse e s t  légèrement  infér ieure à celle obser -  

vée s u r  l a  néopeptone, mais  t r è s  supérieure à celle trouvée en 

leur  absence. Le  re ta rd ,  pour parvenir  au maximum de développe- 

ment  e s t  d e  4 jours en présence d'acides aminés aromatiques au 

l ieu de 10 jours en leur  absence. Ce  r e t a rd  e s t  dû pour une faible 

p a r t  à l a  vi tesse de croissance légèrement  plus faible,  ma i s  s u r -  

tout à un temps  de latence plus long s u r  l e  milieu de cul ture  syn-  

thétique que s u r  celui contenant de  la  néopeptone, 

Les  voies de  synthèse des  ac ides  aminés aromatiques ont 

é té  étudiées chez l e s  microorganismes,  Escherichia coli  -- e t  Neu- 

rpspora  c r a s s a  en particulier.  L'acide shikimique mène à l 'acide 

chorismique qui e s t  lui même  un précurseur  commun au tryptophane 

d'une pa r t ,  et  à l a  phénylalanine e t  à la tyrosine pa r  l ' in termédiaire  



Figure  10 : Croissance  d lAr throderma vanbreuseghemii s u r  un milieu 

d e  culture synthétique ; effet de l'adjonction de  10 mg/ l  de  

tryptophane, phénylalanine, tyrosine ou d'histidine. 

masse de 

......... ......... courbe obtenue avec de  la  Néopeptone comme source  d'azote 
(courbe t r acée  pour comparaison).  

A milieu synthétique témoin sans  tryptophane, n i  phénylalanine, 
ni  tyrosine,  ni histidine (milieu 1). 

A milieu synthétique additionné de  tryptophane, phénylalanine 
e t  tyrosine (milieu 2).  

,,,,,,,,,,,,, milieu synthétique additionné d'histidine (milieu 3) .  

,-,--- ,-, ---,,, milieu synthétique additionné de tryptophane, phénylalanine, 
tyrosine et  histidine (mil ieu 4). 



d e  l 'acide préphénique,dlautre par t .  La chaîne peut ê t r e  bloquée 

à un niveau quelconque, e t  on connaît des  mutants incapables de  

synthétiser l e s  acides aminés  aromatiques bien que mutés  pour un 

seul  gène. Dans ce  cas ,  l a  mutation porte s u r  un p récur seur  com- 

mun aux t r o i s  acides aminés.  

Bien que l'on a i t  tendance à général iser  à tous l e s  mic ro -  

organismes cet te  voie de synthèse,  il semble que cer ta ines  espèces 

puissent en ut i l iser  d 'autres.  Ce s e r a i t  le  cas  de  Trichophyton 

rubrum (ZUSSMAN et col laborateurs  1961, 1967, 1969 et 1970). Ces  

au teu r s  ont montré  que c e  dermatophyte synthétise davantage de  

pigments s i  on lui fournit  de  la  phénylalanine ; ce  fut l e  point de dé-  

p a r t  de  l eu r s  recherches qui ont abouti à l 'étude d e s  voies de syn- 

thèse  des acides aminés aromatiques.  Selon ces  au teurs ,  - T. rubrum 

ne  synthétise pas d'acide shikimique ; il e s t  incapable d'uti l iser 

c e  même  ac ide  s i  on l e  fournit  dans l e  milieu de  culture ; l 'acide 

shikimique pénètre  cependant à l ' inte'rieur des  hyphes. Les  mêmes  

au teu r s  ont également montré  qu'une part ie  de la radioactivité de 

l 'acétate  marqué  fourni au  champignon était re t rouvée dans l e s  mo-  

lécules  de phénylalanine. L a  synthèse des  acides aminés  a romat i -  

ques ne se  fa i t  donc pas c h e z z .  rubrum par  la  voie de  l 'acide shi- 

kimique ; i l  e s t  possible que la voie utilisée par  ce champignon soi t  

peu efficace, e t  en fournissant de la  phénylalanine la  synthèse des  

pigments e s t  augmentée, L e s  dermatophytes formant  un groupe de  

champignons t r è s  homogènes, i l  e s t  probable qulArthroderma van- - 
breuseghemii uti l ise la même  voie d e  synthèse que Trichophyton 

rubrum pour é laborer  l e s  ac ides  aminés  aromatiques,  ma i s  en quan- 

tité insuffisante pour pe rme t t r e  une croissance rapide. 

Nous avons voulu p réc i se r  l e s  déficiences d'A. - vanbreuse- 

ghemi i  : synthétise-t-i l  ma l  l 'ensemble des  acides aminés  a r o m a -  

t iques,  ou l 'un d'eux seulement ? Le champignon que nous cultivons 

es t - i l  capable d'uti l iser l 'acide shikimique, e t  de c ro î t r e  plus r a -  

pidement en s a  présence ? Une concentration double d'acides aminés  

aromatiques permet-el le  de  rapprocher  la  courbe d e  cro issance  

de  cel le  obtenue s u r  néopeptone ?. 



- Effets de deux acides aminés  aromatiques : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Pour  savoir  si&. vanbreuseghemii synthétise mal  un, 

deux ou l e s  t ro i s  ac ides  aminés aromatiques,  nous avons établi  d e s  

courbes de c ro issance  s u r  : 

- l e  milieu de  cul ture  synthétique sans ac ides  aminés  aromatiques ; 

- l e  même milieu additionné de  10 mg/l  de  chacun d e s  t rois  ac ides  
aminés aromatiques.  Ces  deux milieux d e  cul ture  sont uti l isés 
comme témoins ; 

- t ro i s  milieux de cultures auxquels on additionne deux seulement 
des  t ro i s  acides aminés  aromatiques (10 mg/l  de  chaque). 

Les  r é su l t s t s ,  consignés dans la  f igure 11, montrent que 

la suppression de l sun  quelconque des t ro i s  acides aminés a romat i -  

ques décale la  courbe de  cro issance  correspondante ve r s  l a  courbe 

témoin obtenue s u r  un milieu dépourvu de ces  acides aminés a r o -  

matiques. Dans l e s  conditions de  notre  expérimentation, l 'effet l e  

plus marqué e s t  observé avec la  suppression de l a  phénylalanine. 

La courbe obtenue s u r  l e  milieu sans tryptophane e s t  tout d 'abord 

confondue avec la  courbe témoin correspondant au  milieu contenant 

tous l e s  acides aminés  aromatiques ; a p r è s  12 jours  de  culture, 

cette courbe s'infléchit. Il semblerai t  donc que l a  synthèse de t ryp-  

tophane soit  suffisante pendant l a  p remiè re  par t ie  du développement. 

La courbe obtenue avec  la  suppression de la tyrosine e s t  à égale  

distance des  deux courbes témoins. 

Ar throderma vanbreuseghemii synthétise en quantité insuf - 

fisante l 'ensemble d e s  acides aminés aromatiques ; l a  fourniture 

dans l e  milieu de cul ture  de deux de  ces  ac ides  augmente la quan- 

t i té  de mycélium produite, c e  qui permet  de  p e n s e r  que l e  méta-  

bolisme de  c e s  t ro i s  acides aminés e s t  interdépendant. 

- ~ f f e t  de l 'acide shikimique : C 

. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Nous avons voulu savoir  s i  l'adjonction d'acide shikimique 

pouvait remplacer  cel le  d 'acides aminés aromatiques.  Pour  ce t  

e s sa i ,  nous avons d e  nouveau ensemencé d e s  milieux de  culture 

témoins dont la composition étai t  l a  même que ceux de  l 'expérience 

précédente. Nous avons dans un t rois ième milieu ajouté 29 mg/l 



Figure  11 : Croissance  dfAr throderma vanbreuseghemii su r  des  milieux 

de cul ture  synthétiques renfermant  aucun, deux ou t r o i s  acide 

aminés  aromatiques.  

Culture en présence : 

masse de 
mycélium 

m g  

1 5 0 .  

I O &  

5 O. 

d'aucun acide aminé aromatique 

A des  t ro i s  acides aminés aromatiques 

de tryptophane e t  de  tyrosine 

A temps 

8 1 s I I I I 1 1 I 

4  6 8 1  O 1 2  1 4  1 6  1 8  2 O 2 2 jours 

. . . . . . . . .. . . . . . . . . de tryptophane e t  de phénylalariine 

., .,. .,.,. de  tyrosine e t  d e  phénylalanine '..--.a' 
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d'acide shikimique à la place des acides aminés aromatiques. Cet - 
t e  quantité d'acide shikimique permet la synthèse de 10 mg de cha- 

cun des trois  acides aminés aromatiques. 

Nous avons également comparé à ces t ro is  courbes, une 

quatrième obtenue en doublant la quantité d'acides aminés aromati- 

ques fournie dans le  milieu de culture, soit 20 mg/l de chaque. 

Nous avons pu ainsi t r acer  quatre courbes qui se confon- 

dent deux à deux. L'acide shikimique n'a eu aucun effet sur la crois-  

sance, tandis qu'une concentration double d'acides aminés arorna- 

tiques dans l e  milieu de culture n'a pas permis d'augmenter la 

masse  de mycélium produite (figure 12). 

Le fait que l'acide shikimique ne puisse remplacer l es  

acides aminés aromatiques ne permet pas de dire qu'A. vanbreuse- 

ghemii n'utilise pas la voie de synthèse correspondante, car  celle- 

c i  peut ê t re  ralentie bien après  la synthèse de l'acide shikimique.. 

C 'est  cependant une analogie avec Trichophyton rubrum. 

L'augmentation de la dose d'acides aminés aromatiques n'a 

pas permis d'augmenter la quantité de mycélium produite : la dose 

que nous avions choisie pour notre premier essai  était donc suffi- 

sante et il n'est pas besoin d'en porter autant qu'en apporte la néo- 

peptone. D'ailleurs, selon l'hypothèse que nous avions formulée : 

"la vitesse de croissance faible est  due à une vitesse de synthèse 

faible dans une chaîne métaboliquet', une dose de 10 mg/l de chacun 

des trois  acides aminés aromatiques devait ê t re  suffisante puis- 

qu'elle permettait d'obtenir une vitesse de croissance correcte. On 

constate qu'on ne raccourcit pas le  temps de latence en augmentant 

la dose d'acides aminés aromatiques, ce qui semble logique. 

~ o r ' s ~ u e  nous fournis sons l'azote sous forme de néopeptone, 

Arthroderma vanbreusephemii n'a pas besoin de fa i re  fonctionner 

des  chaînes métaboliques complexes pour obtenir des acides aminés. 

Il lui suffit de les puiser dans l e  milieu de culture. Lorsque nous 

faisons croître ce champignon sur un milieu de culture synthétique, 

le  temps de latence es t  augmenté et doit correspondre à la mise 

en place de ces chaînes métaboliques co~nplexes . 



Fipure  12 : Croissance  dlArthroderma vanbreuseghemii s u r  des  milieux 

de cul ture  synthétiques : effet de l 'acide shikimique e t  des 

acides aminés  aromatiques.  

temps 
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1 0  1 2  1 4  1 6  1 8  2 0 2 2 jours 

,,,,,,A ------ milieu de  culture synthétique sans  acide shikimique, ni 
ac ides  aminés aromatiques.  

------a------ milieu de  culture synthétique renfermant  10 mg/ l  de  chacun 
des  ac ides  aminés aromatiques.  

v milieu d e  culture synthétique renfermant  29 mg/l  d'acide 
shikimique (correspondant B l a  synthèse possible de  10 mg 
de chacun des  acides aminés  aromatiques).  

v mil ieu de culture synthétique renfermant  20 mg/l  d e  chacun 
des  ac ides  aminés aromatiques.  



En résumé, Arthroderma vanbreuseehemii n'utilise pas 

l'azote minéral. Il peut se développer s i  on lui fournit l'azote à 

part ir  de certains acides aminés : les  acides glutamique et aspar-  

tique, l'alanine, la sérine ou l'arginine. Dans ces conditions ce-  

pendant, sa  croissance es t  faible, ou plutôt sa  vitesse de croissance 

est faible ca r  en allongeant le temps de culture, il semble que l'on 

puisse obtenir la même quantité de mycélium à partir de la même 

quantité d'azote. Mais en fournissant l'azote sous forme d'un mé- 

lange de trois  acides aminés, l e s  acides glutamique, aspartique et  

la sérine, qui sont des "chefs de file'' dans la synthèse des autres 

acides aminés, on augmente la vitesse de croissance. Dans ces  
' 

conditions, la vitesse de croissance est encore limitée par la vites- 

se  de synthèse des acides aminés aromatiques, et l'apport de 10mg/l 

de chacun des trois  acides aminés aromatiques pour 140 mg d'a- 

zote par l i t re  suffit pour obtenir une vitesse de croissance sensi- 

blement égale à celle observée avec la néopeptone. Ces déficiences 

multiples dans le métabolisme azoté dlArthroderma vanbreuseghe- 

mii sont peut-être le  reflet de son mode de nutrition dans la nature - 
oh il hydrolyse la kératine, se  procurant ainsi l 'ensemble des 

acides aminés dont il a besoin sans les synthétiser. On peut auss i  

peut-être faire le  rapprochement entre ces déficiences dans le  

métabolisme azoté et l'adaptation à un mode de vie parasitaire qui 

semble s 'opérer chez cette espèce de dermatophyte. 

EQUILIBRE DU MILIEU DE CULTURE ET REPRODUCTION SEXUEE 

Après avoir défini les  exigences dlArthroderma vanbreuseghe- 

mii pour permettre sa  croissance, il convient d'équilibrer les  quan- - 
t i tés de carbone et  d'azote de manière à obtenir la reproduction 

sexuée dans l e  meilleur temps possible et avec un maximum de pé- 

rithèces. 

- Choix d'une source de carbone : 

Les milieux utilisés pour cette recherche contiennent le  

milieu minéral,  2 g/l de la source carbonée, 140 mg/l d'azote 



apportés p a r  l e s  acides glutamique e t  aspart ique e t  l a  sér ine,  

10 mg/l  de chacun des  acides aminés  aromatiques e t  l e s  vitamines ; 

l e  pH es t  amené  à 6,O. Les  sources  carbonées essayées  sont l e  

glucose, l e  f ructose,  le  xylose, l e  maltose,  l e  saccharose  et  l e  

galactose, choisis a rb i t ra i rement  c a r  on ne  possède aucune donnée 

s u r  les  éléments que l e  champignon utilise naturellement.  

L' expérience e s t  conduite en milieu liquide en tubes d e  

Legroux munis de  baguettes de  ve r re .  Les  résu l ta t s  sont consignés 

dans l e  tableau 6 . 
TabLeau 6 : Vcc ta  d 1 a p p W o n  d a  ébaucha aexuekXu et de rna*tu- 

d o n  d a  pé&hEca d'  Anlhmdma vcuzbrteu eghetnü 
M u é  a u h  un milieu de c&um aynthé-ue en prtéhenc( 
de cli{{ért&a aomca de cmbane. 

Le aigne " - l 1  indique q u ' a  n 'y  au& pas d ' a q u u  m û m  dom LU 
cue;tw~a à 2 0  j a w .  

Il faut noter  que la crois sance était  t r è s  faible su r  l e  

xylose et  faible s u r  l e  galactose. 

L 

Il e s t  également remarquable que l e s  couples sexuels 

Date de maturat ion 
des p é r i  thèces ( j o u r s )  

13 

- 

- 
- 

- 

- 

.. 
Source carbonée 

G l  ucose 

Fructose 

Xyl ose 

Maltose 

Saccharose 

Ga1 actose 

apparaissent  t r è s  tôt  su r  des  cultures composées d'un simple voi- 

l e  mycélien très mince. Nous avons, à l a  suite de cet  essai ,  re -  

Date d ' a p p a r i t i o n  
des ébauches ( j o u r s )  ----------------------..----------------------------------------------- 

4 

4 

6 

4 

4 

4 

tenu l e  glucose comme source  de carbone. 



- Equilibre carbone - azote : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
Comme nous l'avions fait  pour Arachniotus albicans,  nous 

avons réa l i sé  30 variations du milieu de  cul ture  utilisé précédem-  

ment  : l es  concentrations en glucose e s sayées  sont : 0 , 5  ; 1 ; 2 ; 

4 ; 8 et 16 g/l. Pour  la  source d'azote,  nous en avons fait  v a r i e r  

la concentration totale en gardant l e s  m ê m e s  proportions en t r e  l e s  

différents constituants : acides glutamique e t  aspartique, sér ine ,  

tryptophane, phénylalanine et  tyrosine.  Nous avons négligé pour 

l e s  calculs l e s  quantités d'azote apportées  pa r  l e s  acides aminés  

aromatiques,  l a  proportion étant toujours la  même  par  rappor t  à l a  

quantité d 'azote totale,  soit  2 %. Nous fournissons 10 mg/ l  d e  cha-  

cun des ac ides  aminés  aromatiques pour une quantité d'azote qui 

s e r a i t  de 140 mg/l. 

Nous avons réa l i sé  l e s  milieux liquides e t  gélosés c o r r e s -  

pondants. L e s  pH de tous l e s  milieux ont é té  amenés à 6,O avant 

autoclavage. 

Il n'a pas  é té  facile de  dé terminer  l e  temps  nécessa i r e  pour 

que les  pér i thèces soient m û r s  ; en effet, l a  maturation e s t  p rogres -  

s ive : on observe  dvabord quelques r a r e s  asques mûrs ,  puis chaque 

jour l e  nombre d'asques m û r s  augmente e t  la plupart des  asques  . 

sont m û r s  a u  bout de  3 ou 4 jours. L ' e s sa i  a été  réa l i sé  à deux r e -  

p r i s e s ,  et  nous indiquons dans l e  tableau la date d'apparition d e s  

couples sexuels ,  a ins i  que celle où l e s  p r e m i e r s  asques m û r s  ont 

é t é  observés.  C e s  résul ta ts  sont ceux obtenus en milieu liquide. 

Sur  l e s  milieux gélosés,  l e s  deux souches,  + et -, ont été ensemen- 

cées  à 5 m m  l'une de  l 'autre,  e t  l e s  ébauches apparaissent  plus 

t a rd ,  ca r  l e s  colonies doivent s e  rejoindre ; l a  date de ma tu ra -  

tion es t  cependant mon modifiée. 

Nous remarquons,  d 'après  l e  tableau 7 , que l e s  résu l ta t s  

n'ont pas tendance à s 'organiser  selon des  lignes diagonales, com- 

m e  nous l 'avions remarqué  chez Arachniotus albicans. Ici, l e s  

concentrations d'azote égales ou supér ieures  à 200 mg/l  ne pe rme t -  

tent  pas l'évolution d e s  ébauches de  péri thèces ; nous observons 



Tableau 7 : Date de m a t m o n  d a  pé&hèca d' A x t k t r o d m a  vanbtreu- 
necihanLi hw d a  W e u x  de cuRtcltre nlmthEfiuuu wvttenant 
-a qu&é~ d ' a z o t e  et de cjiuco~e. ' 

pour ces  concentrations un développement mycélien et  une sporula- 

tion asexuée importants. P a r  contre ,  Ar throderma vanbr euseghemii 

to lè re  des  quantités a s sez  importantes de  glucose, e t  ceci  tend à 

disposer  l e s  résu l ta t s  en bandes vert icales .  En fai t  l e s  concentra- 

+ 

Glucose en g/l 

,O ,5 

1 

2 

4 

8 

16 

tions en glucose supérieures  ou égales à 4 g/l sont peu favorables 

à l a  reproduction sexuée. En effet, pour d e  te l les  concentrations, 

on note un développement mycélien important surtout en milieu gélosl 

et  à côté d e s  périthèces m û r s ,  une grande proportion de pseudo- 

pér i thèces auss i  bien en milieu liquide que gélosé. Ces  pseudo-péri-  

thèces ont l 'apparence macroscopique des  vrais  pér i thèces,  m a i s  

l e  microscope révèle  qu'il s 'agi t  de  m a s s e s  s t romatiques ne  conte- 

nant pas d'asques e t  remplies  d e  spores  semblables aux microconidic 

de  cette espèce. Nous avons a u s s i  noté que le  développement mycé- 

lien e s t  très faible pour l e s  concentrations de 2 5  mg/ l  d'azote, ceci 

e s t  t r è s  net  en milieu liquide où l'on observe un voile portant des  

pér i thèces r a r e s .  Compte tenu d e  ces  deux faits,  r a r e t é  des  périthè- 

c e s  vra is  avec l e s  concentrations en glucose supér ieures  à 4 g/l, 

et développement faible en présence  de 25 mg ~ / 1 ,  - A. vanbreuseghe- 

i 

Azote en mgIl 

mi i  exige des  conditions a s s e z  s t r i c t e s  en ce qui concerne l e s  - 
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quantités d e  carbone e t  d'azote pour produire d e s  périthèces.  L'op- 

t imum de c e s  conditions semble r éa l i sé  avec 0, 5 g/l de glucose, 

e t  50 mg ~ / 1 .  L'équilibre carbone-azote d'un t e l  milieu n'est  pas  

t r è s  différent d e  celui du milieu de Sabouraud. Sur  l e  milieu d e  cul- 

t u r e  synthétique, l 'optimum es t  obtenu pour des  concentrations en 

carbone e t  azote  infér ieures  à celle du milieu de  Sabouraud dilué 

a u  1/10. Dans l e s  travaux de  TAKASHIO, nous n'avons pas trouvé 

mention qu'i l  a i t  utilisé des  dilutions du milieu d e  Sabouraud su -  

ps r i eu res  à 1/10 pour fa i re  s e  reproduire  sexuel lementA.  =- 
breuseghemii ; il a essayé de  te l les  dilutions pour d'autres espèces,  

e t  l 'optimum, qu'il définit par  l e  plus grand nombre  de péri thèces 
'\ 

produits, n'a jamais  été  trouvé inférieur à 1/10. Nous discuterons 

c e s  observations dans un prochain paragraphe consacré à la r e -  

production sexuée, s u r  milieu de  cul ture  synthétique d 'autres  espèces 

d e  dermatophytes.  

- Z s s a i  comparé de  milieux synthétiques, du milieu de  Sabou- . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
raud  dilué e t  du milieu à base  d'avoine pour l'obtention de . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
péri thèces de dermatophytes : . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
I l  nous a semblé intéressant  d 'ensemencer,  su r  l e s  30 varia-  

tions du mil ieu de  culture synthétique, plusieurs espèces de  d e r m a -  

tophytes afin de  définir pour chacun d'eux un rapport  carbone-azote 

favorable à l a  reproduction sexuée. 

Nous n'avons pas étudié pour chaque espèce l e s  exigences 

nutri t ives pour la croissance.  Une étude des  besoins en ac ides  

aminés  s e r a i t  nécessa i r e  si on voulait met t re  a u  point un milieu de  

culture synthétique pour l'un d'eux. L e  milieu uti l isé pour Ar thro-  

d e r m a  vanbreuseghemii nous a semblé suffisamment complet pour 

tenter  cet e s s a i ,  à t i t r e  comparatif. Nous avons ensemencé en même 

temps ,  pour chaque espèce, des  milieux de  Sabouraud dilués a u  1/2, 

1/4, 1/8, e t  1/10 additionnés d e  se l s  minéraux, a insi  qu'un milieu 

à base d'avoine additionné de se l s  minéraux te l  que nous l 'avons 

déc r i t  pour Arachniotus albicans. 



C e t  e s s a i  a été conduit s u r  milieu gélosé en boîtes de  P é t r i  

à 24°C e t  à l 'obscurité.  La présence  ou l 'absence d e  péri thèces 

m û r s  a é té  relevée a p r è s  21 jours  d e  culture. Nous avons ensemen- 

cé  l e s  espèces  suivantes : 

- Nannizzia gypsea souches RV 15250 et  RV 15251 

- Nannizzia incurvata souches RV 1'5248 et RV 15249 

- Nannizzia fulva souches RV 15252 e t  RV 15253 

- Nannizzia persicolor souches RV 28709 et  RV 28710 

- Arth rode rma  simii souches RV 25472 et  RV 25473 

- Arth rode rma  benhamiae souches SA 3 e t  SA 5 
( r a c e  américano-européenne) 

- Arth rode rma  benhamiae souches RV 27926 e t  RV 25293 
( r a c e  africaine). 

;SLX 
L e s  deux souches de chaque espèce sont compatibles . 

Nous donnerons d'abord l e s  résu l ta t s  obtenus pour chaque espèce 

en les  discutant,  e t  nous essayerons  ensuite de t i r e r  des  conclusions 

s u r  l 'ensemble d e s  observations. 

Nannizzia gypsea demeure  s t é r i l e  su r  l e s  milieux de culture 

synthétiques, bien que l e s  deux souches soient fe r t i les  s u r  l e  m i -  

l ieu à base  d'avoine e t  qué quelques péri thèces m û r s  aient  é té  t rou-  

vés  su r  l e  mil ieu de  Sabouraud dilué au 1/10 ; ce de rn ie r  milieu 

dilué au 1/8 ne  permet  plus la maturation des  pér i thèces tandis qu'au 

cune ébauche n'a é t é  observée a p r è s  21 jours  de cul ture  su r  l e s  

dilutions plus faibles. 

Nannizzia fulva fructifie encore plus difficilement. Nous 

n'avons t rouvé de  périthèces que s u r  l e  milieu à base  d'avoine ; 

ceux-ci étaient m û r s ,  mais  i l  faut noter dans ces  conditions d e  

culture la présence  de mycéliumaérien, indice d'une tendance à un 

développement uniquement végétatif. 

L e s  au t r e s  espèces ont produit d e s  pér i thèces m û r s  en 21 

jours su r  une ou plusieurs variations du milieu synthétique. L a  

figure 13 r é s u m e  ces  résul ta ts .  

L'ensemble de  ces  souches nous a été donné p a r  M. TAKASHIO que nous r e m e r -  
cions sincèrement.  



Figure  13 : Reproduction sexuée de d iverses  espèces de dermatophytes su r  
un milieu d e  culture synthétique contenant différentes quantités 
d e  glucose et  d'azote. 

Les  cases  couvertes d'une t r a m e  représentent  l e s  équilibres favorables à l a  maturation 
des  pér i thèces dans un délai  de  21 jours des  espèces suivantes : 

Nannizzia incurvuta 

omi Nannizzia persicolor  

Ar throderma s imi i  

Arthroderma benhamiae 
r a c e  africaine 

2 LlLi ;, 
'% ...- 

Arthroderma benhamiae 
r a c e  américano-européenne 

Ar throderma vanbreuseghemii 
souches s emi-compatibles 

0 Pour  comparaison, emplacements d e s  dilutions du milieu d e  Sabouraud. 



Nannizzia incurvata ne produit de  pér i thèces m û r s  que s u r  

l e s  milieux à base  d'avoine e t  d e  Sabouraud dilué au 1/4, e t  s u r  l e s  

milieux synthétiques en présence d e  1 g/l de glucose e t  d e  100 mg/l  

à l'exception de  tout au t re  équilibre. 

Nannizzia persicolor a fructifié pauvrement s u r  l e  milieu 

à base  d'avoine, la  dilution au 1/10 du milieu de  Sabouraud, a ins i  

que s u r  deux équilibres du milieu synthétique ( 0 ,  5 ou 1 g/l de  glu- 

cose et  50 m g  ~ / 1 ) .  

Ar th rode rma  simii  e s t  l 'espèce qui, au  cont ra i re ,  produit 

l e  plus facilement d e s  périthèces m û r s  : outre le, milieu à base  d'a- 

voine et  l e s  dilutions au 1/8 et  1/10 du milieu de  Sabouraud, 9 équi- 

l i b res  différents du milieu synthétique sont favorables à l a  r ep ro -  

duction sexuée dans un délai de  21 jours.  L'examen du tableau 

montre  que c e s  équilibres ont tendance à s 'organiser  selon une diago 

nale,  t raduisant  a insi  l ' importance du rapport  carbonq'azote. On 

retrouve pour cette espèce l e s  conclusions que nous avions formulées 

pour Arachniotus albicans. 

L e s  deux races  d lAr throderma benhamiae ont d e s  exigences 

préc ises  et  différentes.  Les  souches de  l a  r a c e  américano-euro-  

péenne ont produit des  pér i thèces s u r  l e  milieu à base d'avoine e t  

s u r  l e s  dilutions 1/8 et 1/10 du milieu de  Sabouraud, m a i s  ceux-ci 

n'étaient pas  m û r s  au  bout de 21 jours de culture. En présence  de  

0 , 5  g/l de glucose,  e t  de 50 mg/ l  d'azote nous avons obtenu d e s  

périthèces nombreux e t  m û r s  s u r  l e  milieu synthétique ; un deuxième 

équilibre (0, 5 g/l de glucose et  25 m g ~ / l )  donne l e  même  résul tat ,  

ma i s  les  pér i thèces  sont plus peti ts .  Les  souches de  la r a c e  a f r i -  

caine s e  reproduisent au contraire  mieux s u r  l e s  milieux naturels  

qui permettent  la maturation d e s  pér i thèces (milieu à base  d'avoine 

e t  milieux d e  Sabouraud dilués a u  1/8 e t  1/10). Pour  cette r a c e  

africaine,  aucun milieu synthétique n' e s t  excellent, l e s  pér i thèces 

produits étant moins nombreux e t  plus petits que s u r  l e  milieu de  

Sabouraud dilué au  1/10. Un seul  équilibre du milieu (1 g/l de glu- 

cose et  50 m g  ~ / 1 )  permet  la  maturation d e s  pér i thèces,  produits 

en faible nombre.  



P o u r  l 'ensemble d e s  espèces  qui ont fructifié,  nous r e m a r -  

quons que l e s  équilibres carbone -azote efficaces pour la  sexualisa- 

tion s e  répar t i ssent  autour d'une ligne diagonale correspondant au 

rapport  carbone / azote du milieu de  Sabouraud. I l  n 'es t  pas étonnant 

que TAKASHIO (1973) a i t  obtenu d e s  périthèces de  dermatophytes 

en diluant c e  milieu. Cependant, nous observons s u r  l e s  milieux 

synthétiques que nous avons défini, que l e s  pér i thèces sont produits 

s u r  des  dilutions plus grandes e t  que les  concentrations en glucose 

e t  en azote correspondant au  milieu de Sabouraud dilué au 1/10 par  

exemple, e t  r e p r i s e s  en milieu synthétique sont t r o p  élevées. Dans 

un t ravai l  récent ,  DAVIDSSON et UNESTAM (1 974) ont étudié la 

reproduction sexuée d lAr throderma benhamiae s u r  un milieu de cul- 

t u r e  synthétique ; l e s  souches qu'ils ont ut i l isées  sont de la r a c e  

américaine.  I l s  observent qu'un rapport  carbone / azote  de l 'o rdre  

de  10 es t  nécessa i r e  pour la  production de péri thèces ce  qui c o r -  

respond à c e  que nous avons observé. Mais comme TAKASHIO, ils 

utilisent d e s  concentrations plus élevées que nous. Pour  e s saye r  

de  t rouver  d e s  explications à c e s  divergences,  nous avons noté que 

c e s  auteurs  cultivent à 30°C, tempéra ture  trouvée optimale p a r  eux, 

qu'ils relèvent l eu r s  résu l ta t s  au  bout de 4 ou 5 semaines e t  qu'ils 

uti l isent une source d'azote t r è s  différente de  celle que nous avons 

uti l isé.  Il e s t  possible qu'en cultivant à 24"C, nous soyons loin 

de  l 'optimum thermique e t  qu'il fail le un équilibre carbone-azote 

plus s t r ic t  pour obtenir la  reproduction sexuée, m a i s  l 'équilibre que 

nous avons t rouvé devrait  ê t r e  t r è s  p rès  d e  l 'optimum. Il e s t  p r o -  

bable qu'en augmentant l e  temps  d e  culture nous obtiendrions d e s  

pér i thèces m û r s  s u r  des  concentrations plus élevées,  ma i s  c e  n 'es t  

pas  certain.  La  nature différente d e  la source  azotée nous paraf i  

plus intéressante  pour fournir une explication ; ces  au teurs  utilisent 

soi t  du glutathion, soit l e s  acides aminés qui le composent, c ' es t  

à d i r e  acide glutamique, glycocolle e t  cystéihe. C e s  acides ont é té  

fournis  soit séparément ,  soi t  en mélange. D'après  l e s  résul ta ts  

re levés  dans la  publication, nous avons construit un tableau in t e r -  

prétatif (tableau 9 ) pour lequel nous n'avons tenu compte que d e s  

renseignements qui pouvaient ê t r e  comparés  avec nos  propres  



Tableau 9 : RepmducZion A exuée d ' - a d m a  bwhamLae a m  d a  miLieux de 
cuRtwce a y n t h W q u e ~  en ptébence de cü.,$~étena3 é q u i L i b & e ~  g l u c o ~ e -  
azo ie ,  dlaph& lu  h?auRt& pub&& p a ~  VAVlVSSON eX UNESTAM( 1974) 
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résul ta ts  ; en particulier nous n'avons pas indiqué l e s  nombres de 

péri thèces mentionnés par  l e s  auteurs  et  n'avons retenu que l 'état 

d e  maturation de ces  pér i thèces.  En effet, su r  cer ta ins  milieux 

c e s  auteurs  indiquent un nombre important de péri thèces,  m a i s  

ceux-ci ne contiennent aucun asque  et correspondent p e u t ê t r e  à 

c e  que nous avons appelé pseudo-périthèces. 

L'examen de  ce  tableau interprétatif indique que lorsqu'un 

seul  acide aminé e s t  utilisé comme source  d'azote,  on ne peut obte- 

n i r  de pér i thèces m û r s  qu'en présence de  O ou 1 g/l de glucose et  

dans  ce cas ,  il faut fournir 45, 5 ou 91 mg/l  d'azote ; ces  chiffres 

sont proches de ce  que nous avons observé dans l e s  conditions ex- 

pér imentales  que nous avons définies. P a r  contre,  lorsque la source 

d'azote e s t  constituée pa r  un mélange d'acides aminés  ou pa r  l e  

glutathion, d e s  concentrations plus for tes  du milieu permettent aussi  

l a  reproduction sexuée. Il semble donc que la  na tu re  de la source  

d'azote a i t  une importance. Il s e r a i t  intéressant  de  savoir comment 

c e  champignon utilise ces  différentes sources  azotées ,  en étudiant 

p a r  exemple l e s  courbes de  croissance s u r  l e s  milieux correspondan 

ce la  nous a idera i t  sans  doute à comprendre pourquoi cer taines  sour- 

c e s  d'azote peuvent ê t r e  employées à des  concentrations plus for tes  : 

peut -être n e  sont -elles pas  ut i l isées  dans leur  totali té.  Il faudrait  

a l o r s  expliquer pourquoi il faut respec ter  l 'équilibre carbone - azote 

en comptant l 'azote inutilisable. Nous n'avons eu connaissance du 

t rava i l  de DAVIDSSON et  UNESTAM que très récemment  et nous 

n'avons pas réa l i sé  ces  courbes de croissance.  

- Reproduction sexuée de  deux souches peu compatibles . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  
dlAr throderma vanbreuseghemii : 

Nous avions également tes té  au  cours  d e  ce t  essa i  compa- 

rat i f  de milieux de culture,  deux souches peu compatibles d1Arthro- 

d e r m a  vanbreuseghemii ; en effet, ce sont de te l les  souches peu 

compatibles qu'il nous faudra c ro i se r  pour étudier l e  déterminisme 

d e s  phénomènes d'incompatibilité. Nous exposerons l e s  résu l ta t s  

de  c e s  confrontations dans l e  paragraphe suivant. 



Les  deux souches peu compatibles ut i l isées  pour cette étu- 

de  ont été découvertes  pa rmi  18 souches de  Trichophyton mentapro- 

phytes ' isolées  de rongeurs par  HOUIN et coll. (1972) . Pour cela ,  

nous avons effectué pour chacune des  18 souches,  des  isolements 

monospores e t  déterminé l e  signe d'incompatibilité p a r  l a  méthode 

préconisée p a r  STOCKDALE (1 968), et  modifiée p a r  TAKASHIO 

(1973). Cette méthode consiste à confronter la  souche de signe in- 

connue avec d e s  souches + et - daArthroderma s imi i  ; s i  l e s  sou- 

ches sont d e  signe contraire ,  on observe une stimulation de la 

croissance à la l imite  des  deux colonies e t  a s s e z  souvent des  cou- 

ples  sexuels. Nous avons ensuite confronté l e s  souches de signe 

opposé et t rouvé deux souches : 95.1 et  121.1 qui produisent en-  

semble de r a r e s  pér i thèces s u r  milieu de Sabouraud dilué addition- 

né d e  se ls  minéraux. P a r  confrontation de  c e s  souches avec l e s  

souches types RV 27960 e t  RV 2761 d'A. vanbreuseghemii, nous 

avons obtenu quelques périthèces fe r t i les  montrant a insi  que l e s  

souches 91.1 e t  121.1 appartiennent à cette espèce. 

L e s  souches 95.1 et 121.1 ont é té  confrontées su r  l e  m i -  

l ieu à base d'avoine additionné de  se l s  minéraux, s u r  l e s  dilutions 

du milieu de  Sabouraud additionnées de s e l s  minéraux et  su r  l e s  

30 variations du milieu synthétique. La  présence  d e  péri thèces m û r s  

a é t é  relevée a p r è s  21 jours de  culture. L e  milieu à base d'avoine 

a ins i  que l e s  dilutions au 1/8 et  1/10 du milieu de  Sabouraud p e r -  

mettent la production de périthèces.  Sur l e s  milieux gélosés,  on 

observe à la l imite  des  deux colonies une bande de 2 ou 3 m m  n e  

portant pas de  conidies a l o r s  que l e  r e s t e  d e s  thalles en es t  couvert ,  

c e  qui permet  de distinguer l e s  deux souches. On peut a lo r s  r e m a r -  

quer  que l e s  pér i thèces sont produits uniquement en bordure de  l a  

souche 95.1. Ceci  traduit  l e  ca rac tè re  semi-compatible des  deux 

souches. L e s  pér i thèces sont r a r e s  s u r  l e s  dilutions du milieu d e  

Sabouraud, plus nombreux s u r  l e  milieu à base  d'avoine. Sur l e  

86 Nous remerc ions  vivement M. HOUIN d e  nous avoir  confié l 'ensemble de c e s  
souches. 



milieu de  cul ture  synthétique, c e s  souches semi-compatibles s e  

sont montrées  plus exigeantes que l e s  souches -type t r è s  compatibles 

en effet, e l l e s  n'ont produit de pér i thèces que s u r  6 équi l ibres  dif - 
férents  du mil ieu,  au l ieu de 1 5 pour les  souches t r è s  compatibles ; 

l e s  6 équi l ibres  favorables sont entourés  d'un t r a i t  épais  s u r  la 

figure 13. I l  faut remarquer  cependant que même pour l e s  sou-  

ches t r è s  compatibles,  ces  6 équi l ibres  étaient l e s  meil leurs .  Par- 

m i  ces  équi l ibres  glucose - azote,  ceux réa l i sé s  avec 0, 5 ou 1 g/l de 

glucose a s s o c i é s  à 50 mg ~ / 1  permettent  la production de  t r è s  

nombreux pér i thèces ,  e t  sont donc supér ieurs  aux milieux non syn- 

thétiques. L e  ca rac tè re  semi  -compatible des  souches demeure  ce-  

pendant e t  l e s  pér i thèces ne sont produits que du côté de la souche 

95.1. Nous avons a ins i  dissocié  la semi-compatibil i té de la faible 

quantité de  péri thèces produits ; s i  l e s  conditions de culture sont 

favorables ,  d e s  souches semi-compatibles produisent de nombreux 

périthkces,  m a i s  la  compatibilité n 'es t  pas  réciproque. 



C O N C L U S I O N  

-.-.-.- 
m . .  

La reproduction sexuée de certains dermatophytes a 

souvent été obtenue en culture au laboratoire sur  divers milieux 

naturels ( t e r re  et kératine, décoction d'avoine) ou semi-synthé - 
tiques (dilutions du milieu de ~abouraud) .  Mais, dans ces con- 

ditions, les  résultats sont aléatoires : pour une espèce donnée, 

le  croisement de deux souches de signes d'incompatibilité opposés 

ne produit pas toujours des périthèces. 

Comme pour les  aut res  champignons, la  reproduction 

des dermatophytes dépend de facteurs externes (température, 

lumière, milieu de culture) et de facteurs internes (compatibi- 

lité des souches). Il n'était pas possible de vérifier expéri- 

mentalement en une seule fois cet ensemble d'éléments. Nous 

avons choisi de déterminer en premier lieu le  rôle des facteurs 

externes. Pour éliminer l'action possible des facteurs internes, 

deux modèles expérimentaux ont été utilisés : Arachniotus albicans, 

Gyrnnoascacée homothallique et Arthr oderma vanbr euseghemii, 

Gyrnnoascacée hétérothallique. Nous disposions en effet, pour 

cette espèce, de deux souches t r è s  fertiles par croisement sur  

l es  milieux naturels et semi-synthétiques. 

Les données bibliographiques déterminant l es  conditions 

de température (24°C)  et d'éclairement (obscurité totale), nous 

ont permis de limiter nos recherches à la définition précise des 

éléments d'un milieu de culture synthétique. En effet, chez de 

nombreuses espèces de champignons, l'équilibr e du milieu de 



culture stimule ou inhibe la reproduction sexuée. Mais seul un 

milieu de culture synthétique dont on connaît parfaitement l e s  

éléments, peut ê t re  modifié, composant par composant, jusqu'à 

obtenir l'équilibre nécessaire. 

Un champignon assure  s a  nutrition à part ir  d'ions miné- 

raux, d'une source de carbone, d'une source d'azote et éventuel- 

lement de facteurs de croissance. Pour Arachniotus albicans, 

notre premier  sujet expérimental, le  maltose à la concentration 

de 1 ou 2 g/l et le glycocolle à raison de 100 mg ~ / 1  conviennent 

comme sources carbonée et azotée, mais en fait c'est le  rapport 

carbone / azote qui joue le  rôle déterminant dans l e  phénomène 

de sexualisation. 

Nous n'avons pu transposer immédiatement les données 

définies ci-dessus pour l'obtention de périthèces d1Arthroderma 

vanbreuseghemii et l'ensemble des  éléments nécessaires à sa 

sexualisation a dû être déterminé à ilouveau. Tout d'abord, la  

nature des  divers éléments a été définie afin de permettre une 

croissance harmonieuse de l 'espèce étudiée. Nous avons cherché 

à faire coihcider la  courbe de croissance obtenue sur  milieu 

synthétique avec celle observée sur  le milieu semi-synthétique, 

antérieurement précisé par TAKASHIO. Le glucose constitue un 

bon élément carboné, mais aucune des sources d'azote essayées 

dans une première sér ie  de cultures n'a été jugée convenable : 

A. vanbreuseghemii ne se  développe pas en l'absence d'une source - 
azotée organique, ni en présence de certains acides aminés 

fournis séparément. Sur d'autres acides aminés, l'espèce c r o s  

mais à une vitesse t rès  lente. Nous avons alors émis l'hypothèse 

qu'A. vanbreuseghemii synthétise mal l es  acides aminés, soit 

parce qu'il effectue mal les transaminations, soit par production 

en quantité insuffisante d'acides a-cétoniques. En fournissant 

simultanément de l'acide glutamique, de l'acide aspartique et  de 

la sérine, précurseurs dans différents groupes de synthèse des 

acides aminés,  la croissance en effet est  meilleure que dans 



l e s  conditions précédentes. Cependant, en présence de ce mélan- 

ge, la vitesse de croissance es t  encore limitée par  la  vitesse 

de synthèse des  acides aminés aromatiques ; par contre, la vi- 

t esse  de synthèse de l'histidine n'est pas un facteur limitant. 

Les  conditions optimales pour la croissance ainsi défi- 

nies,  nous avons recherché l'équilibre carbone - azote optimal 

pour la reproduction sexuée : il est  réalisé par 0 , 5  à 1 g/l de 

glucose et 50 mg N / 1 fournis par un mélange d'acides glutami- 

que et aspartique et de sérine auquel on ajoute 3 , 6  mg/l de cha- 

cun des acide s aminés aromatiques : tryptophane, phénylalanine 

e t  tyrbsine qui apportent ainsi un complément de 1 mg ~ / 1 .  

Enfin, nous avons appliqué les résultats obtenis avec 

cette espèce à d'autresdermatophytes et il se  confirme qu'un équi- 

l ibre  entre la source carbonée et la source azotée est  nécessaire 

à la reproduction sexuée des charripignons de ce groupe. Cepen- 

dant, cet essa i  a été conduit sans définir à nouveau qualitative- 

ment pour chaque espèce l'ensemble des exigences nutritives ; 

cela explique peut être l'échec partiel enregistré pour plusieurs 

espèces de Nannizzia, à moins qu'une température de culture non 

optimale ou une incompatibilité des souches soient les  vraies 

causes de notre échec. 

Chez Arthroderma vanbreuseghemii, deux souches semi- 

compatibles -les périthèces ne se  forment qu%n bordure de l'un 

des  thalles- ont produit des périthèces en grand nombre sur  l e  

milieu synthétique équilibré a lors  qu'elles n'en produisaient qu'un 

petit nombre sur le  milieu semi-synthétique proposé par TAKA- 

SHIO. Cet essai  montre aussi  que des facteurs internes inter- 

viennent dans la reproduction sexuée dlArthroderma vanbreuse- 

ghemii, et nous sommes maintenant capables de l e s  étudier ca r  

nous maîtrisons mieux les  facteurs externes. 
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