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

Les Champignons sont des êtres très polymorphes qui subissent de 

profondes variations mor~hologiques et physiologiques au cours de leur cycle 

de développement : il n'est que de citer l'exemple des Urédinales pour se ren- 

dre compte de la complexité que peut atteindre le phénomène de différenciation 

fongique. D'ailleurs, même des cas d'apparence plus simple posent des problè- 

mes d'abord extrêmement ardu. De nombreux "modèles" ont été étudiés : le 

Tap&na debumavin se multiplie en formes-levure LM VLOLU alors qu'il est fiia- 

menteux à l'état parasite. ~'ff&Xupbma ~ ~ p a d d ~ m  prend une forme mycélienne 

à 2S0C, levure à 37OC ; suivant les conditions de culture, les A h p ~ Y ~ g a u  

et les ?ei%ici-i%um produisent seulement des filaments mycéliens ou différen- 

cient des appareils conidiens. La différenciation sexuelle de ces organismes 

pose aussi des questions difficiles : par exemple, pourquoi le Nemoapotra pro- 

duit-il des périthèces à 2S°C et demeure-t-il totalement stérile à 37'C, tout 

comme le LcLpXuhphada acLLfa l'est 3 18'C alors qu'il est fertile à 10°C ? 

Les Mycologues se sont .d'abord efforcés de décrire ces ph6nomènes ; 

ensuite, ils ont cherché à comprendre 19 déterminisme des modificaticns qui 

interviennent chez les Champign~~s et ont mis en évidence l'importance dcs 

facteurs externes : milieu de culture, environnement physique et chimique 



(température, lumière,  O z ,  C O 2 . . . ) .  A l ' h e u r e  a c t u e l l e ,  de multiples équipes 

(CANTINO, LACOSTE, MANACSERE, YARIAT, MONTANT, TURIAN, e t c  ...) s ' e f f o r c e n t  d r é -  

luc ider  l e s  mécanismes physiologiques q u i  conduisent l a  c e l l u l e  fongique à 

o r i e n t e r  son métabolisme dans une d i r e c t i o n  préc ise .  

Comment des  va r i a t ions  de condi t ions  de v ie  pa ra i s san t  mrneures 

provoquent-elles de s i  profonds bouleversements physiologiques q u ' i l s  e n t r a i -  

nent des d i f fé renc ia t ions  biologiques fondamentales ? Tel le  e s t  l a  quest ion 

que nous nous posons. Car, s i  de t r è s  grands progrès ont  é t é  r é a l i s é s  dans l a  

connaissance de l a  morphogenèse fongique, il e s t  encore d i f f i c i l e  de dégager 

l e s  l o i s  générales q u i  l a  d i r i g e n t .  Le t r a v a i l  exposé i c i  a  pour bu t  de répon- 

dre à m e  infime p a r t i e  de c e t t e  in te r roga t ion  en p réc i san t  quelques po in t s  

p a r t i c u l i e r s  de l a  reproduction sexuée des  Ascomycètes homothalliques. Pour 

c e t t e  é tude ,  nous avons u t i l i s é  l e  1ep;tonphauia tgphae (Auers.) Karsten. Ce- 

l u i - c i  présente deux p a r t i c u l a r i t é s  i n t é r e s s a n t e s  pour l ' é t u d e  de s a  repro- 

duction sexuée : sur un mil ieu synthét ique ,  il forme des pe r i thèces  l o r s q u ' i l  

e s t  s o ~ ~ r c i s  à une photopériode de 1 2  heures a l o r s  q u ' i l  ne s e  reprodui t  pas 

à l ' o b s c u r i t é  constante ; d ' a u t r e  p a r t ,  il ne présente aucune f i g u r e  de d i f -  

f é renc ia t ion  asexuée (conidie,  chlarnydospore, e t c  ... ) qu i  p o u r r a i t  rendre 

p lus  complexe l ' i n t e r p r é t a t i o n  des é tudes  physiologiques e t  biochimiques. 

Dans l a  premiSre p a r t i e  de n o t r e  Thèse, nous avons essayé de r e l i e r  

l a  reproduction sexuée du Champignon au fonctionnement de son métabolisme in- 

termédiaire en r e l a t i o n  avec l a  v a r i a t i o n  de c e r t a i n s  paramètres de l ' envi ron-  

nement : lumihre, aé ra t ion  du mycélium, mi l ieu  de cu l tu re .  

A l a  s u i t e  de c e t t e  étude,  noüs avons, dans une deuxième p a r t i e ,  

t e n t é  d 'évaluer  dans l e  même e s p r i t  l ' é v o l u t i o n  du métabolisme des l i p i d e s .  

Nous avons enfin commencé une recherche des métabol i tes  photoserisi- 

b l e s  e t  d ' éven tue l l e s  hormones d i r igean t  l a  morphogenèse du Champignon. 
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1, LE LEPTOSPHAERIA TYPHAE 

DESCRIPTION ~ O R P H O L O G I Q U E  ET POSITION SYSTEMATIQUE 

Cet Ascomycète, d é c r i t  pour l a  première f o i s  par  KARSTEN, e s t  r a r e  

dans l a  nature.  LACOSTE, au cours de son étude du genre L~ptobphaQhia,  ne l ' a  

rencontré que deux f o i s ,  en 1961 e t  1962, toujours  su r  T y p h  &d~.k!.iLL ; il 

en donne l a  descr ip t ion  morphologique suivante (1965) : 

"Les p é r i t h è c e s  s o n t  t rès  d i s p e r s é s ,  s o u s - é p i d e r m i q u e s  e t  e n t i è r e m e n t  e n f o n c é s  

d a n s  l e  s u b s t r a t  : g l o b u l e u x ,  i l s  a t t e i g n e n t  un d i a m è t r e  d ' e n v i r o n  80  à 100  p... 

Les p a r o i s  s o n t  a s s e z  m i n c e s ,  p i g m e n t é e s ,  n o i r e s  e t  c o n s t i t u é e s  d e  3 ou 4 cou-  

c h e s  d e  c e l l u l e s  p o l y é d r i q u e s  a l l o n g é e s .  A l a  b a s e ,  un t i s s u  a s c o g è n e  peu abon- 

d a n t  donne n a i s s a n c e  à d e  nombreux a s q u e s  c y l i n d r i q u e s ,  l é g è r e m e n t  en  massue ,  

q u i  se d r e s s e n t  a u  s e i n  d ' u n  t i s s u  n o u r r i c i e r  p seudopa raphyso lde .  Ca d e r n i e r  

d i s p a r a î t  l o r s q u e  les  c o n d i t i o n s  d e  m a t u r a t i o n  d e  l ' a p p a r e i l  s e x u e l  s o n t  sa- 

t i s f a i s a n t e s .  

... l e s  a s c o s p o r e s ,  t o u j o u r s  au  nombre d e  8 ,  t r i s e p t é e s ,  s o n t  d r o i t e s  ou l é g è -  

rement  a r q u é e s .  La deuxième c e l l u l e  e s t  é l a r g i e  e t  p r é s e n t e ,  comme MUNK l ' a  

o b s e r v é ,  son  maximum d ' é l a r g i s s e m e n t  p l u s  p r è s  d e  l a  c l o i s o n  médiane  que  d e  

l ' a x e  d e  l a  c e l l u l e " .  La c e l l u l e  d i s t a l e  e s t  p l u s  l a r g e  que  c e l l e  d e  l a  p a r t i e  

p r o x i m a l e ,  o r d i n a i r e m e n t  f o r t e m e n t  a t t é n u é e .  L e u r  d imens ion  v a r i e  d e  18-20 x 

4-5 p. La c o u l e u r  e s t  j a u n e  a s s e z  c l a i r "  [ p l a n c h e  I l .  

Les ascospores contiennent un grand nombre de g l o ~ u l e s  l ip id iques  

(planche II) .  



P l a n c h e  1 : La r e p r o d u c t i o n  s e x u é e  d u  LepRoapha&a 
Ryphae d ' a p r è s  L. LACOSTE.  

1 : p é r i t h è c e  - 2 : a s q u e  - 3 : a s c o s p o r e s .  



Il convient de remarquer que l e s  planches 1 e t  II o n t  é t é  exécutées 

à p a r t i r  de pé r i thèces  obtenus en cu l tu re ,  dont l e  c o l  o s t i o l a i r e  e s t  nettement 

p lus  long que dans l a  nature,  allongement dû à l ' éc l a i r ement  nycthéméral. 

PARGUEY (1966) a pu observer dans des c u l t u r e s  fournizç par  LACOSTE 

l e  développement des primordiums pér i théciaux e t  en donne l a  desc r ip t ion  su i -  

vante ( f i g u r e  1) : 

"Le massif m é r i s t o g è n e  d o n t  d é r i v e  c h a c u n  d e s  p é r i t h è c e s  p r o v i e n t  d ' u n e  p o r -  

t i o n  d ' h y p h e ,  non p a s  i n t e r c a l a i r e ,  m a i s  g é n é r a l e m e n t  t e r m i n a l e .  En e f f e t ,  ce 

s o n t  les  c e l l u l e s  s i t u é e s  à l ' e x t r é m i t é  d ' u n  f i l a m e n t  m y c B l i e n  q u i  se d i l a t e n t  

( f i g u r e  I A I ,  p u i s  se c l o i s o n n e n t  l o n g i t u d i n a l e m e n t  e t  t r a n s v e r s a l e m e n t  ( f i -  

g u r e  1 8 1  ; l e  p r i m o r d i u r n  s e m b l e  a l o r s  p o r t é  s u r  un p i e d ,  c o n s t i t u é  p a r  l a  p a r t i e  

s o u s - j a c e n t e  du  f i l a m e n t .  E n s u i t e  les  c l o i s o n s  s e  m u l t i p l i e n t ,  e t  l a  masse  

m é r i s t o g è n e  se t r a n s f o r m e  e n  un  p e t i t  n o d u l e  p s e u d o p a r e n c h y m a t e u x  s p h é r i q u e  

( f i g u r e  I C I .  Dans c e l u i - c i ,  a p r è s  c o l o r a t i a n  a u  b l e u  CQB a u  l a c t o p h é n o l ,  un  

a s c o g o n e  e t  s o n  t r i c h o g y n e  s o n t  v i s i b l e s  p a r  t r a n s p a r e n c e  ( f i g u r e  I D ) .  

La t r a n s f o r m a t i o n  d e  cs n o d u l e  e n  un p é r i t h è c e  a d u l t e  c o m p o r t e  l es  p h i n o m è n e s  

h a b i t u e l s  : d i f f é r e n c i a t i o n  d ' u n e  p a r o i  e t  d ' u n  c a r p o c e n t r e  ; d a n s  c e l u i - c i ,  

l y s e  d e s  c e l l u l e s  n o u r r i c i è r e s  e t  f o r m a t i o n ,  à p a r t i r  d e s  a u t r e s  c e l l u l e s ,  

d ' u n e  g a r n i t u r e  p é r i l o c u l a i r e  d o n t  l a  c l o c h e  p r o d u i t  d e s  p s e u d o p a r a p h y s e s .  

F i g u r e  1  : L e s  p r i m o r d i u m s  p é r i t h é c i a u x  d u  f . & p X ~ h p h U ~ - k ~ , ~ p h c r ~  
d ' a p r è s  A. PARGUEY. 

A-E-C E v o l u t i o n  d e s  p r i m o r d i u m s  s t r o m a t o i d e s  t e r m i n a u x  

D Mise e n  é v i d e n c e ,  p a r  l a  c o l o r a t i o n  a u  b l e u  C 4 B  a u  l a c t o p n é n o l  d ' u n  
a r c h i c a r p e  d a n s  une  é b a u c h e  d e  p y r é n o s p h è r e  femelle.  
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Planche II : Péri thèce,  Asques et 

 CO^ porre 
o b b a v é e  C[CLM 

t e  nouge Soudan au 
h o t o p h i n o t  



On peut cons ta te r  que l e  Champignon ne d i f f é r e n c i e  n i  s p e m a t i e  n i  

f i lament paraascogonial.  I l  e s t  donc probable que c ' e s t  par  thaliogamie que se  

r é a l i s e  l a  fécondation. 

La souche dont nous disposons provenant d 'un  isolement monoascosporzl 

e f fec tué  au micromanipulateur de Fonbrune par  LACOSTE, nous pouvons a f f i rmer  

que l e  L e f l o h p h a U  Xyphae est homothallique, ca r  il e s t  ap te  à produire d 'a -  

bondants pé r i thèces  à p a r t i r  de ces formes monoascosporées. 

La pos i t ion  systématique du LepZohphaaiu Xyphcte a été déf in ie  p a r  

LACOSTE (1965) : 

, "Les  Lep&h5pk&, e n t e n d u s  d a n s  un s e n s  l a r g e ,  a p p a r t i e n n e n t  à l ' o r d r e  d e s  

P L e o h p o k a b  d o n t  l ' e s p è c e - t y p e  e s t  l e  P~eohpotra hmbahum. Aux P L e o h p ~ M d ~ ,  

d é j à  c o n s i d é r é e s  comme P s e u d o s p h a e r i a c é e s  d e p u i s  VON HOHNEL,  on r e c o n n a î t . . . .  

u n e  s t r u c t u r e  A s c o l o c u l a i r e " .  

Enfin, LACOSTE f a i t  s ienne l a  conception d'HOLM (1957) qu i  d i v i s e  

l e s  LepXoaphae&ia en : 

" q u a t r e  g r a n d s  g e n r e s  nouveaux c a r a c t é r i s é s  comme s u i t  : 

11 l e s  v r a i s  LepZohphae)ua 
21 les  MeLanuma 
31 les NoduR~dphaehia 
4)  les  Phaeadphamia : v i v a n t  e s s e n t i e l i ' e m e n t  s u r  g r a m i n é e s  e t  f a m i l -  

l e s  v o i s i n e s ,  p o s s è d e n t  d e s  p a r o i s  minces .  Le p s e u d o - t i s s u  p a r a p h y s o i d e  es t  
t o u j o u r s  beaucoup moins i m p o r t a n t  que  d a n s  l e s  t r o i s  a u t r e s  g e n r e s .  Ces s p o r e s  
c y l i n d r i q u e s  n ' o n t  j a m a i s  d ' a p p e n d i c e s " .  

A p a r t i r  de l ' é t u d e  norphologique du LepXoAphaU&~ xyphae exposée 

p l u s  haut ,  on p o u r r a i t  c l a s s e r  c e t t e  espèce dans l e  genre P.k~ohphLU37h. M a i s  

c e  de rn ie r  n 'ayant  pas reçu un accord i n t e r n a t i o n a l ,  nous continuerons dans 

la  s u i t e  de ce  t r a v a i l  à ernployer l e  nom donné par  CESATI e t  DE NOTARIS. 





CONDITIOGS CULTURE 

1181 CONDITIONS PHYSIQUES 

Dans sa Thèse, LACOSTE (1965) a mis en évidence le rôle du couple 

lumière-température sur la fructification des l ~ p X ~ ~ p h C L c & i ~ .  Pour L. Xyphae, 

l'optimum se situe à 18OC ; sous éclairement alterné : 12 heures de lumière, 

12 heures d'obscurité. Les cultures ont donc été faites dans des chambres 

climatisées dont la température était régulée à 18 + 1°C. - 

Les cultures en tubes, flaconsd'Erlenmeyer et boites de Roux des- 

tinés à formes des périthèces, recevaient l'éclairement de tubes fluorescents 

"blanc brillant de luxe" situés à 30 cm au-dessus de l'étagère sür laquelle 

elles étaient disposées. Cela leur permettait de recevoir un Bclairement de 

3 000 ergs/cm-2/sec-1. Les cultures étaient soumises à un rythme nycthéméral. 

Si nous désirions que le Champignon demeure stérile, nous placions 

les récipients de culture, enveloppés de papier noir, dans une enceinte non 

éclairée. 

I I  ,2  MILIEUX DE CULTURE 

11.2.1 MILIEU-HOTE. 

Il s'agit de fragments de feuilles de Tqphcl ~ d ~ k ? h ,  disposés ver- 

ticalement ou obliquement dans un Erlenmeyer de 300 ml avec 100 ml d'eau 

distillée. 



DECOCTION D'AVOINE A 20 G/L. 

Ce mi l ieu  m i s  au po in t  par  LACOSTE nous a s e r v i  de mi l i eu  de réfé-  

rence. Sa prépara t ion  e s t  relat ivement longue : 20 g de f a r i n e  d'avoine complè- 

t e  sont  placés dans un l i t r e  d 'eau d i s t i l l é e ,  a g i t é s  10 minutes pu i s  m i s  à 

l ' é t u v e  à 65'C pendant 15 heures. L a  décoction e s t  a l o r s  cent r i fugée  pour é l i -  

miner l e s  p a r t i c u l e s  l e s  p lus  g ross iè res  pu i s  f i l t r é e  su r  f i l t r e  Laurent 6B. 

Le volume du f i l t r a t  e s t  ramené à l a  va leur  i n i t i a l e  p a r  de l ' e a u  d i s t i l l é e .  

Après une première s t é r i l i s a t i o n ,  on f i l t r e  a nouveau e t  on r é p a r t i t  en b o î t e s  

de Roux d'un l i t r e ,  100 m l  pa r  f lacon.  Le pH de l a  so lu t ion  e s t  a l o r s  de 5,8. 

C e  mil ieu a é t é  analysé par  V I A U  au l abora to i re  de Physiologie vé- 

g é t a l e  du C.N.R.S. ( I n s t i t u t  Catholique, Toulouse). On peut  c o n s t a t e r ,  à l a  

l e c t u r e  des r é s u l t a t s ,  que l a  so lu t ion  e s t  t r è s  d i l u é e  par  rappor t  aux mil ieux 

de cu l tu re  de l a  Mycoiogie c lass ique .  

11.2.2.1) Glucides : La décoction ne con t i en t  que t r è s  peu de g luc ides ( t a -  

b leau  1)  mais c e l a  e s t  nécessa i re  pour déclencher une abondante reproduction 

sexuée du Champignon, a i n s i  que l ' a  remarqué LACOSTE (1965) q u i  ob tena i t  s u r  

moût de b i è r e  des r é s u l t a t s  d ' au tan t  mei l leurs  que ce  mi l ieu  é t a i t  p lus  d i l u é .  

Lors de nos études pour met t re  au po in t  un mi l ieu  chimiquement d é f i n i ,  nous 

avons auss i  cons ta té  que l e  L~ptoaphacmk ;typhae e x i g e a i t  pour produire des  

pér i thèces  que son mi l ieu  ne renferme que de f a i b l e s  q u a n t i t é s  de carbone 

(VIDAL e t  a l . ,  1974) 

Tableau 1  : Teneur du mi l ieu  en g luc ides  [mg/ll .  

Dextrines..................... 800 
F ruc tose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  120 
Glucose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  120 
Saccharose . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  60 
Amidon.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  t r a c e s  

Maltose. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  50 
Raff inase . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  30 .................... Stachyose 30 

....................... Xylose 30 .............. Glucides to taux  1,24g/ l .  

11.2.2.2) Acides aminés : Les ac ides  aminés l i b r e s  fourn i s sen t  à l a  so lu t ion  

5 mg d 'azote  pa r  l i t re .  C e t t e  teneur passe 2 25 mg/l s i  l a  décoction e s t  hy- 

drolysée. Il s ' a g i t  l a  encore de concentrat ions f a i b l e s  mais favorobles à l a  

d i f f é renc ia t ion  sexuel le  du Champignon - l e  mi l ieu  synthét ique que nous avons 

m i s  au p o i a t  con t i en t  seulement 50 mg d 'azote  par  l i t r e - .  



Tab leau  2  : P o u r c e n t a g e  d e s  a c i d e s  a m i n é s  c o n t e n u s  d a n s  l a  d é c o c t i o n  
d ' a v o i n e .  

................... Ac. g l u t a m i q u e  1 0 , 7  
............ Ac. y amino b u t y r i q u e  ? , 8  

P r o l i n e . . .  ....................... 3 , 3  
............... O r n i t h i n e . . . . . . . . .  0 , 5  

A r g i n i n e  ......................... 5 , 7  
........................... L y s i n e  8 , 8  

................... Ac. a s p a r t i q u e  0 , 8  
T h r é o n i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  7 , 6  

....................... G l y c o c o l l e  6 , 4  

11.2.2.3) Acides oraaniaues : 

S é r i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  9 , 2  
.................... a - a l a n i n e  1 2 , 6  

V a l i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  6 , 9  
L e u c i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  8 , 5  
I s o l e u c i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 , 6  
M é t h i o n i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 , 5  
H i s t i d i n e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  2 
P h é n y l a l a n i n e  ................ 4 , 7  

..................... T y r o s i n e  3 , 2  

Tab leau  3 : A c i d e s  o r g a n i q u e s  c o n t e n u s  p a r  l a  d é c o c t i o n  d ' a v o i n e  
( t e n e u r  t o t a l e ,  e n v i r o n  500 m e q / l l .  

Ac ide  l a c t i q u e  ........................ 53,7  % 
Acide  rna l ique .  ........................ 2 5 , s  % 
Acide  s u c c i n i q u e . . . .  .................. 8 , 3  % 
Acide  c i t r i q u e .  ....................... 7 , l  % 
Acide  f u m a r i q u e  ....................... 4 , 8  % 
Acide  m a l a n i q u e .  ...................... t r a c e s  
Ac ide  q u i n i q u e  ........................ t r a c e s  

11.2.2.4) Eléments minéraux : 

Tab leau  4  : Elérnents  minéraux  c o n t e n u s  p a r  l a  d é c o c t i o n  d ' a v o i n s  
[ m g / l l .  

K . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  104  
Ca . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  3 2 , 5  
P . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 7 , 6  
Mg .............................. 9 , 8  
F e . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  1 , 3  
Zn.............................. 0,2 
M n . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 , l  
C u . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  0 ,04  

11.2.3 MILIEU FARINE D'AVOINE 40 G/L GELOSE. 

Plus r i c h e  que l a  décoction à 20 g / l ,  ce mi l ieu  nous s e r v a i t  & l ' e n -  

t r e t i e n  de l a  souche. Après passage à l ' é t u v e  3 65OC, l e  mélange farine-eau 

n ' é t a i t  pas cent r i fugé  mais immédiatement gélosé à 18 g / l  e t  r é p a r t i  eu t ~ e s  

25 x 200, à r a i son  de 20 m l p a r  tube. 



11.2.4 STERILISATION. 

Tous l e s  f lacons  de c u l t u r e ,  bouchés au coton hydrophile, é t a i e n t  

passés à l ' au toc lave  sous une press ion  de 0 ,5  atmosphère, durant  20 minutes. 

SOUCHE 

La souche é t a i e n t  ent re tenue  s u r  milieu-hôte, repiquée tous  l e s  20 

jours, a f i n  q u ' e l l e  conserve a u  maximuin ses ca rac té r i s t iques  i n i t i a l e s .  Pério- 

diquement, on p r é l e v a i t  aseptiquement un fragment de f e u i l l e  de T y p h  por teur  

de pér i thèces  e t  on l e  déposai t  su r  mi l ieu  de f a r i n e  d'avoine gélosée à 40 g / l  

contenu dans un tube  25 x 200. Après 12 à 15 jours,  l a  c u l t u r e  s u r  avoine a i n s i  

obtenue nous s e r v a i t  à ensemencer l e s  mi l ieux d'expérience. 

Pour ensemencer l e s  b o î t e s  de Roux contenant l e s  mil ieux l iqu ides ,  

nous prélevions l e  p l u s  p e t i t  nombre poss ib le  de pé r i thèces  (un s e u l  en pr in-  

c ipe)  e t  nous l e  mett ions en suspension dans l a  s o l ~ t i o n ,  en a g i t a n t  l e  f i l  de 

p la t ine  ensemenceur a f i n  de f a c i l i t e r  l a  d ispers ion  des ascospores. 

1 I 5 ETUDE DE LA CR01 SSANCE 

La croissance a é t é  s u i v i e  par  mesure périodique du poids de matière 

sèche. Le mycélium é t a i t  r e c u e i l l i  sur un papier  f i l t r e  sans cendre "Durieux 

no 111 é t i q u e t t e  rouge" par f i l t r a t i o n  sous vide dans un entonnoir  à cartouche 

de verre f r i t t é  de poros i t é  no 2 .  Après un t r è s  abondant lavage à l ' e a u  d i s t i l -  

l é e ,  l 'ensemble p a p i e r  + Champignon é t a i t  po r t é  à l ' é t u v e  à 10S°C dans un 

flacon à t a r e  jusqu'à constance de poids. 

1 OBSERVATION DE LA REPRODUCTION 

Nous not ions  l a  da te  d ' appar i t ion  des premières ébauches de périéhè- 

ces ,  l a  p a r f a i t e  conformation de ceux-ci e t  l eu r  abondance. Ce de rn ie r  c r i t e r e  . 

exprimé p a r  un nombre directement proport ionnel  à l a  quan t i t é  de pé r i thèces ,  en 

prenant pour base 100 l e s  fioles-témoin contenant l a  décoction d'avoine à 20 g / l  

comme mil ieu  de c u l t u r e .  



III, MORPHOGENESE DU CHAMPIGNON SUR L E S  

M I L I E U X  U T I L I S E S  

Nous décrivons i c i  l ' a s p e c t  des c u l t u r e s  dans l e s  condit ions physi- 

ques optimales pour l a  reproduction sexuée : 18'C, éclairement par  photopé- 

r iodes  de 12 heures. 

Un mycélium l é g e r ,  très aé r i en ,  peu abondant, de couleur gris-blanc,  

n 'appara î t  que vers  l e  4ème ou 5ème jour de cul ture .  

Les premiers pé r i thèces  sont  v i s i b l e s  aux environs du 1Oème jour e t  

mûrissent rapidement. Ils envahissent  peu à peu tous  l e s  fragments du limbe 

de Typha &Lti@t?.i.a. 

111 ,2 SUR FARINE D'AVOINE A 40 G/L GÉLOSÉ 

La croissance e s t  assez l e n t e  l e s  premiers jours.  Le 6ème jour appa- 

r a i s s e n t  les premières ébauches de pé r i thèces ,  qu i  mûrissent t r è s  rapidement 

(24  heures) .  Les f r u c t i f i c a t i o n s  s o n t ,  au début ,  régulièrement disposées au 



rythme d'une zonation par  24 heures. Mais, dès l e  9ème ou 10ème jour ,  l e s  

zonations ne sont  p l u s  v i s i b l e s ,  é t a n t  donné l e  nombre t r è s  é levé  de p é r i t h è -  

c e s  qui  couvrent t o u t e  l a  surface  de l a  gélose.  

1 1  SUR DECOCTION D'AVOINE À 20 G/L LIQUIDE 

De p e t i t s  f locons mycéliens appara issent  au s e i n  du mi l ieu  dès l e  

2ème jour de cu l tu re .  Ces f locons  g ross i s sen t  pour confluer  aux environs du 

8ème-9ème jour en une nappe continue qui  émerge progressivement. D è s  l e  7ème 

jour ,  sur  l e s  p a r t i e s  émergées (en p a r t i c u l i e r  au contac t  des p a r o i s  de l a  

f i o l e )  on observe des  ébauches p é r i t h é c i a l e s  d 'abord verdât res  p u i s  n o i r e s  ; 

ces  formations sexuel les  son t  de p lus  en p l u s  nombreuses l e s  jours su ivan t s ,  

jusqu'à recouvrir  t o u t  l e  mycélium aux environs du llème jour. 



I V ,  L '  ECHANTI  LLONNAGE 

Au cours de c e t  exposé, nous a l l o n s  u t i l i s e r  l e s  r é s u l t a t s  d'analy- 

s e s  biochimiques du mycélium e t  il nous a r r i v e r a  de f a i r e  appel à l a  notion 

"d 'un i t é  cu l tu ra le" .  Nous pensons que c e l l e - c i  méri te  d ' ê t r e  d iscutée  e t  pré- 

c i s é e  avant que nous exposions l e s  r é s u l t a t s  de nos recherches. Pour nous, 

une "uni té  c u l t u r a l e "  e s t  cons t i tuée  pa r  l e  mycélium contenu dans une f i o l e  

de cu l tu re .  E l l e  est "indépendante" e t  "autonome" (VIALA, 1972) ca r  séparée du 

mi l ieu  ex té r i eu r  par  l e  bouchon de coton de l a  b o î t e  de Roux e t  n ' u t i l i s a n t ,  

pour s a  cro issance ,  que l e  mil ieu de c u l t u r e  i n t r o d u i t  dans l e  r é c i p i e n t  au 

début de l ' expér ience .  

Il f a u t  auss i  reconnaî t re  dans l e  mycélium une c e r t a i n e  hétérogénéi- 

t é .  En e f f e t ,  l a  croissance des hyphes e s t  l o c a l i s é e  à l eu r  apex ; c ' e s t  

en ces  ext rémités  que s e  produisent  l e s  p r inc ipa les  synthèses, grâce à une 

f o r t e  concentrat ion en mitochondries (REISS, 1967) ; l e s  p a r t i e s  p lus  ancien- 

nes des  f i laments ,  encore capables de pu i se r  des  nutriments dans l e  mi l ieu  de 

c u l t u r e  e t  d ' e f f e c t u e r  ce r t a ines  synthèses,  sont  l e  s iège  d ' a c t i v e s  t rans loca-  

t i o n s  au p r o f i t  des  régions l e s  p lus  jeunes (LARPENT, 1965 ; DARGENT, 1969) 

e t  finalement se vident .  On peut  donc d i s t inguer  au minimum t r o i s  zones l e  long 

d'une hyphe : une région ap ica le  jeune e t  physiologiquement t r è s  a c t i v e ,  une 

por t ion  "adulte" e t  enf in  une zone " v i e i l l i s s a n t e "  (VIALA,  1972) presque pas- 

s ive .  Il  e s t  évident  que l a  composition chimique e t  l ' a c t i v i t é  physiologique 

de ces  d iverses  régions du mycélium son t  d i f f é r e n t e s .  Mais il s e r a i t  p r a t i -  

quement très d i f f i c i l e  e t  même impossible de sépârer  l e s  d i f f é r e n t s  a r t i c l e s  



des f i laments a f i n  de l e s  analyser  individuellement e t ,  s u r t o u t ,  l e s  travaux 

de CHEVAUGEON (1959) ,  NGUYEN VAN HUONG (1967) e t  MANACHERE (1970) montrent 

clairement que l e s  d iverses  p a r t i e s  du t h a l l e  sont  é t ro i tement  dépendantes l e s  

unes des au t res  e t  cons t i tuen t  une un i t é  physiologique. Cet ensemble peut  ê t r e  

dans une ce r t a ine  mesure comparé un inllividu de p lan te  supérieure.  L'évolu- 

t i o n  des  métaboli tes  e t  des a c t i v i t é s  enzymatiques dans l e  mycélium, t6moi- 

gnera donc de son a c t i v i t é  métabolique. Remarquons e n f i n ,  que dans t o u s  l e s  

cas  nos dosages o n t  pour bu t  de comparer e n t r e  eux d i f f é r e n t s  types de cul- 

t u r e s  e t  non de donner des r é s u l t a t s  absolus. 



P R E M I E R E  P A R T I E  

RELATION EKTRE LA REPRODUCTION SEXUEE, LE METAEOLISME 

INTERMEDIAI RE ET LA LUMIERE 





INTRODUCTION : RELATIONS DU METABOLI SME DES AC IDES 

ORGANIQUES AVEC L E  DÉVELOPPEMENT DES CHAMPIGNONS, 

Il y a déjà de nombreuses années que l'on sait que certains h p ~ t c j d -  

et Penicd%um accumulent de grandes quantités d'acide citrique dans leur 

milieu de culture. D'autres espèces synthétisent aussi divers intermédiaires 

du cycle tricarboxylique, tels que l'acide succinique, l'acide fumarique 

(FOSTER et WAKSMAN, 1939), l'acide malique ou l'acide acétique (COCHRANE, 1958 ; 

LONG, 1968). Il s'agit là plutôt du résultat d'un blocage des processus méta- 

boliques que d'une activité enzymatique normale. Des preuves beaucoup plus 

claires du fonctionnement du cycle citrique chez les Champignons ont été four- 

nies par des expériences plus précises telles que l'utilisation d'inhibiteurs 

d'enzymes, 1 'étude de 1' incorporation de substrats marqués au 14c et surtout 

la mise en évidence d'activités enzymatiques dans des extraits acellulaires. 

Ce n'est qu'au cours de la décennie : 1950-1960 que fut découvert le cycle 

glyoxylique (CAMPBELL et al., 1953). Après que les enzymes caractéristiques : 

isocitrate-lyase (OLSON, 1954 ; SAZ et HILLANY, 1956 ; SMITH et GUNSALUS, 

1954, 1955) et malate synthétase (WONG et AJL, 1956) eurent été découvertes 

chez des bactéries, ces études furent d'abord étendues aux levures (OLSON, 

1959) puis aux autres groupes de Champignons (CASSELTON et al., 1959 ; 

GOTTLIEB et RAMACHANDRAN, 1960 ; KORNBERG et COLLINS, 1958 ; Mc CURDY et 

CANTINO, 1960 ; RAMAKRISHNAN et MARTIN, 1955 ; TOKUNAGA et al., 1969 ; TURIAN, 

1960, 1961, 1963 ; TURIAN et al., 1962, etc...). 



L'étude du rô le  du métabolisme in termédia i re  dans l a  morphogenèse 

sexuée a é t é  menée s u r  un nombre relativement r é d u i t  de Champignons. LE ROUX 

(1962, 1966) montre que l ' a c t i v i t é  r e s p i r a t o i r e  des  lamelles de l1Ag&cuA 

carnpeb&riA e s t  p l u s  grande que c e l l e  des  a u t r e s  " t i s s u s "  du carpophore. Dès 

1939, FOSTER e t  WAKSMAN cons ta ten t  une p l u s  grande r i chesse  eri acide fumari- 

que des  souches + (femelles)  de Rkizcpud que des  souches - (mâles) ,  r é s u l t a t  

confirmé par  SCHOCH en 1959. Cela montre dé jà  que les dissemblances b io logi -  

ques e t  morphologiques se re t rouvent  au  niveau du métabolisme, mais l a  l i a i s o n  

e n t r e  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuel le  e t  métabolisme in termédia i re  n ' e s t  pas éviden- 

t e .  Les principaux travaux o n t  é t é  r é a l i s é s  su r  des  Champignons aquatiques 

8 ~ . ? b ~ d i d . k  (CANTINO e t  a l .  ) e t  AUomyca ((TURIAN e t  a l .  ) e t  s u r  des  

Ascomycètes du genre Newroapotra (TURIAN e t  a l . ) .  Chez l e s  keeomyca,  l a  dé ter -  

mination du sexe n ' e s t  pas seulement génétique mais a u s s i  par t ie l lement  phéno- 

typique (TURIAN, 1969 ; TURIAN e t  MATIKIAN, 1966). En modifiant l e s  condit ions 

de c u l t u r e ,  on peut  modifier l e  rapport  gamétocystes mâles/gamétocystes femel- 

l e s  - l a  "sex-ratio" de TURIAN (TURIAN, 1969)- dans de notables proport ions de 

l ' o r d r e  de 4 : 1. D e s  i n h i b i t e u r s  du cycle  c i t r i q u e ,  t e l s  que l e  malonate ou 

1 ' a r s é n i t e  (TURIAN, 1958) ou ur. "dérépresseur" du cycle  glyoxylique comme 

l ' a c é t a t e  (TURIAN, 1958, 1960c, 1963) augmentent l a  proport ion de mâles e t  

peuvent même provoquer une n e t t e  réversion des  souches femelles i s o l é e s  pa r  

EMERSON (TURIAN, 1 9 6 0 ~ ) .  D e s  phénomènes semblables son t  observés s u r  des 

Achega (RAPER, 1952) . Les dosages de quelques enzymes montrent bien que l a  

d i f f é renc ia t ion  sexuel le  mâle peut  ê t r e  l a  conséquence d'un blocage du cycle  

c i t r i q u e  compensé p a r  une s t imula t ion  du cycle glyoxylique (TURIAN, 1960c, 

1961) . 

De même, on consta te  une insuff i sance  en cytochrome-oxydase, succi-  

na te  déshydrogénase e t  a-céto-glutarate oxydase s u r  une souche hybride mâle 

n 'ayant  subi  aucun t ra i tement  chimique (TURIAN, 1960a) ; d ' a u t r e  p a r t ,  c e t t e  

souche élabore p l u s  d 'acide l ac t ique  que l a  souche femelle (TURIAN, 1960b). 

Une c e r t a i n e  déf ic ience  oxydative accompagne donc toujours  la d i f f é r e n c i a t i o n  

mâle, m ê m e  s i  c e l l e - c i  n ' e s t  pas  indu i t e  pa r  des a r t i f i c e s  de c u l t u r e ,  a l o r s  

qu'une f o r t e  oxygénation du mycélium favor i se  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuel le  

femelle (KOBR e t  TURIAN, 1967) Che, l e s  Newraapam l e s  cul turoa  conidienneç 

(potentiel lement mâles) obtenues ?ar  c u l t u r e  a 35OC montrent une f a i b l e  a c t i -  

v i t é  du cycle c i t r i q u e ,  compensée par  une n e t t e  s t imula t ion  du cycle glyoxy- 

l igue ,  a l o r s  que les mycéliums c u l t i v é s  a 25OC e t  producteurs d'ascogones 

présentent  un cycle t r icarboxyl ique  très a c t i f  (COMBEPINE e t  TURIAN, 1970 ; 



TURIAN, 1960b, 1 9 6 0 ~ ) .  Une i n h i b i t i o n  du cycle  c i t r i q u e  ou une dérépression 

de l ' i s o c i t r a t a s e  par  des produi ts  chimiques, donnent des r é s u l t a t s  analogues 

à ceux observés chez l e s  A L t o m y c u  (COMBEPINE, 1969 ; REDDY e t  TURIAN, 1968 ; 

TURIAN, 1961a, 1962, TURIAN e t  SEYDOUX, 1962 ; TURIAN e t  a l . ,  1962). 

CANTINO e t  a l .  (CANTINO, 1952, 1956, 1961, 1966 ; C&NO e t  

GOLDSTEIN, 1967 ; CANTINO e t  TURIAN, 1959 ; MC CURDY e t  CANTINO, 1960) a r r i v e n t  

à des conclusions analogues su r  l e  8 ~ R o ~ a ~ ~  e m m o v L ü .  

I l  semble donc que chez c e s  Champignons, un blocage du cycle c i t r i -  

que compensé p a r  une s t imula t ion  du cycle glyoxylique, en t ra îne  l e  processus 

de d i f f é r e n c i a t i o n  dans l e  sens mâle. 

P lus  récemment, FAYRET (1975),  paral lèlement à nos propres t ravaux,  

a constaté que l a  d i f f é renc ia t ion  des f r u c t i f i c a t i o n s  sexuées du Gnomonid 

&p,tohR@a s'accompagne d'une accé lé ra t ion  du métabolisme oxydat i f .  

CAS DU LEPTOSPHAERIA TYPHAE 

Le fcZp&YhphiZ& Ryphae  se d i s t ingue  nettement des modèles déjà étu-  

d i é s  par  son homothallisme ; chez l u i ,  aucune d i f fé renc ia t ion  mâle n i  femelle 

n ' e s t  décelable morphologiquement e t  l a  fécondation s e  produi t  vraisemblable- 

ment par  thallogamie. Celle-ci  n ' e s t  e f fec tuée  que sous une photopériode de 

12 h/12 h a l o r s  que l e  mycélium demeure purement végé ta t i f  à l ' o b s c u r i t é  

(LACOSTE, 1965). 

Préalablement à notre t r a v a i l ,  VIALA (VIALA e t  CARLES, 1969 ; VIALA 

e t  LACOSTE, 1971 ; VIALA e t  a l . ,  1968) a s u i v i  dans l e s  deux types  de cu l tu re  

l ' évo lu t ion  des  ac ides  organiques aminés l i b r e s  au cours de l a  croissance ; 

l ' a c i d e  l a c t i q u e  e s t  toujours  p résen t  en p l u s  f o r t e  quan t i t é  dans l e s  mycéliums 

s t é r i l e s ,  t o u t  comme l ' a c i d e  succinique,  "sous-produit" de l ' a c t i v i t é  du cycle  

glyoxylique, a l o r s  que l ' a c i d e  fumarique appara î t  p lus  tardivement ; l e s  ac ides  

aminés l i b r e s ,  e t  su r tou t  l ' a c i d e  glutamique, sont  moins abondants. Cet ensem- 

b l e  de r é s u l t a t s  semble prouver qu'en présence de lumière une o r i e n t a t i o n  du 

métabolisme v e r s  des vo ies  p lus  oxydatives accompagne l a  formation des  appa- 

r e i l s  reproducteurs. 



Le but de no t re  t r a v a i l  é t a i t  de v é r i f i e r  c e t t e  hypothèse. Pour 

c e l a ,  nous avons a g i  s u r  l ' é q u i l i b r e  e n t r e  l e s  d ive r ses  voies métaboliques en 

st imulant  séparément chacune d ' e l l e s  a f i n  de p r é c i s e r  l ' i n f l u e n c e  q u ' e l l e  

p o u r r a i t  exercer s u r  l a  d i f f é renc ia t ion  sexuel le .  Nous avons essayé a u s s i ,  

en jouant sur  l e s  durées d 'éclairement du Champignon, d ' a g i r  séparément s u r  
d 

l e  métabolisme in termédia i re  e t  l a  reproductioc sexuée a f i n  de t e n t e r  de mieux 

cerner  l a  r e l a t i o n  l i a n t  l e s  deux phénomènes. Toute c e t t e  expérimentation a  

été menée en col labora t ion  avec G. VIALA. 



MATER 1 EL E T  METHODES 

1, DOSAGES ENZYMATIQUES 

1.1 OBTENTION DE L'EXTRAIT ENZYMATIQUE. 

Les c u l t u r e s  é t a i e n t  cent r i fugées  6 000 g ,  à O°C, durant  5  minutes. 

On r e j e t a i t  l e  mi l ieu  surnageant,  puis  on remet ta i t  l e  mycélium en suspension 

dans l e  tampon Tris-HC1, pH 7,5,  0 , l  M à +4OC. On c e n t r i f u g e a i t  à nouveau dans 

l e s  mêmes condit ions e t  on r e j e t a i t  l e  surnageant.  

On m e t t a i t  a l o r s  l e  mycélium en suspension dans une f a i b l e  quan t i t é  

de tampon Tris-HC1 , 3 ,O5 M I  pH 7,5, contenant 1 0 ' ~  M / 1  dlEDTA-Mg. La suspen- 

s ion  s u b i s s a i t  à O°C un passage d'une minute au broyeur "Ultra-Turrax", dont 

l e  plongeur a v a i t  séjourné 30 minutes à -18OC. 

On c e n t r i f u g e a i t  l e  broyat  15 minutes à O°C e t  3 000 g r  a f i n  d 'é l imi-  

ner  l e s  pa ro i s  des  f i laments dans l e  c u l o t  t o u t  en conservant les mitochon- 

d r i e s  dans l e  surnageant.  Ce d e r n i e r ,  conservé dans l a  g lace ,  é t a i t  immédiate- 

ment u t i l i s é  pour l e s  dosages enzymatiques. 

Il  e s t  évident  q u ' i l  e û t  écé i n t e l i ec tue i l ement  p ré fé rab le  a ' e f f e c -  

t u e r  ces mesures s u r  un cu lo t  mitochondrial,  f a c i l e  à obteni r  p a r  centr ifuga- 

t i o n  à 10 000 g ,  que su r  un e x t r a i t  a c e l l u l a i r e  t o t a l .  Ma:-s l e  grand nombre 

de mesures à e f f e c t u e r  ne nous permet ta i t  pas  de v é r i f i e r  l ' é t a t  des mitochon- 

d r i e s  a i n s i  p u r i f i é e s .  On s a i t ,  en e f f e t ,  que ce r t a ines  enzymes sont  peu 



liées aux mitochondries et une bonne part d'entre elles risque d'être perdue. 

On a ainsi longtemps pensé que l'isocitrate-lyase était localisée dans le 

hyaloplasme (DUNTZE et al., 1969) alors qu'on admet a présent qu'elle est por- 
tée par les glyoxysomes, particules spécialisées qui normalement sont recueil- 

lies dans le même culot que les mitochondries. FAYRET (1975) a d'ailleurs pu 

constater une perte de 10 % de l'activité des enzymes du cycle citrique lors- 

qu'il passait de l'extrait total au culot mitochondrial. Nous avons donc pré- 

féré nous en tenir a une technique plus simple, avec d'autant plus de raisons 
que notre but n'était pas d'obtenir des valeurs absolues d'activités enzyma- 

tiques, mais seulement d'avoir une idée relative de chacune d'entre elles afin 

de comparer les divers extraits. Ceux-ci étant tous rigoureusement préparés de 

la même manière, nous pensons que les chiffres sont ainsi comparables. 

1.2 TECHNIQUES DES DOSAGES. 

Ces dosages ont été effectués à la température de 20°C à l'aide d'un 

spectrophotomètre Unicam SP 800 B. 

1.2.1) Isocitrate déshydrogénase : Nous avons utilisé la technique de TOWNAGA 

et al. (1969) qui consiste à suivre, à 340 nm, la réduction du NADP' en 

NADPH en présence d'isocitrate de sodium. 

1.2.2) Succinate déshydrogénase : Le dosage a été fait selon la méthode de 

ELLS (1968) adaptée par TOKUPIAGA et al. (1969) : on mesure la décoloration 

(réduction) du 2,6-dichloro-phénol-indophénol par l'hydrogène libéré du succi- 

nate en présence de phénazine-métasulfate ( A  = 600 nm). 

1.2.3) nimarate hydratase : La technique (TOKUNAGA et al., 1969) consiste a 
suivre à 240 nm la formation du fumarate à partir du L-malate. 

1.2.4) Isocitratase : Le dosage a été réalisé selon la méthode classique de 

DIXON et KORNBERG (1959). On note l'augmentation de D.O. 21 324 nm due 2i la for- 

mation d'acide glyoxylique-phénylhydrazone 2I partir de phénylhydrazone et du 

cjlyoxylùte proven~nt de la Cransformation de l'isocitrate. 

1.3 UNITES. 

Selon les normes internationales, une unité d'enzyme correspond a la 
quantité de protéine apte à transformer 1 mole de substrat en 1 minute. 



PLANCHE I I I  : TECHNIQUE DE DOSAGE DES ACIDES ORGANIQUES 

CHLOROFORMIQUES 

P R O G R A M M A T E U R  

COLONNE 

ENREGISTREUR 



1 . 4  DOSAGE DES PROTEINES. 

Nous avons employé l a  méthode de LOWRY e t  a l .  (1951).  Les dosages 

é t a i e n t  e f fec tués  ap rès  p u r i f i c a t i o n  des p ro té ines  par  p r é c i p i t a t i o n  au SO 
4 

(NH ) a f i n  d 'él iminer l e s  phénols. 
4 2 

I I ,  DES ACIDES ORGANIQUES 

Le mycélium, r e c u e i l l i  pa r  cent r i fugat ion  à O°C, e s t  lavé  à l ' e a u  

d i s t i l l é e  à 5OC. I l  e s t  ensu i t e  f i x é  par  l ' a z o t e  l iqu ide  p u i s  lyoph i l i sé .  

Après broyage, on en e x t r a i t  les ac ides  organiques par  l ' é t h a n o l  à 70 % ; l e s  

ac ides  son t  i s o l é s  de l ' e x t r a c t e u r  par  passage s u r  r é s ine  échangeuse d ' i o n s  ; 

on peut a l o r s  passer  au dosage proprement d i t  (planche III) .  Ce t r a v a i l  a 

é t é  r é a l i s é  par  VIALA au l abora to i re  de Physiologie végéta le  du C.N.R.S. 

( I n s t i t u t  Catholique, Toulouse) se lon l a  technique automatique de J. CARLES 

e t  a l .  (1968, 1971, 1967). Les ac ides  séparés l e s  uns des  a u t r e s  par  chroma- 

tographie de  partage s u r  colonne de c é l i t e ,  sont  dosés corimétriquement. La 

so lu t ion  d 'ac ides  e s t  déposée s u r  une colonne de c é l i t e  535 a c i d i f i é e  par  l ' a -  

c ide  sul fur ique .  Un programmateur (Brevet C.N.R.S. 154 6645) envoie successi-  

vement s u r  l a  colonne des so lvants  chloroformiques q u i  e n t r a î n e n t  progressi-  

vement l e s  acides organiques grâce à des q u a n t i t é s  c ro i s san tes  de butanol.  

A l a  s o r t i e  de l a  colonne, l e  so lvan t ,  r e p r i s  par  une sompe proport ionnante,  

e s t  mélangé à de l ' e a u  dans un échangeur : l e s  ac ides  passent  dans l ' e a u ,  dont 

un sépara teur  envoie une f a i b l e  p a r t i e  dans l a  s u i t e  du c i r c u i t  d 'analyse ,  

a l o r s  que l e  r e s t e  des  so lvants  e s t  d i r i g é  v e r s  un c o l l e c t e u r  de f r a c t i o n s .  

La so lu t ion  aqueuse e s t  d iv i sée  en 2 ou 3 courants qu i  s o n t  mélangés à un tampon 

borax-phosphate monopotassique de pH 8 coloré  par  du rouge de phénol. Lorsque 

dans l e  courant s e  trouve ;m ac ide  organique, l e  pH du tampon s ' aba i s se  e t  

l a  couleur rouge s ' a t t é n u e  e c e s  v a r i a t i o n s  sont  en reg i s t r ées  su r  un pH-mètre 

e t  un colorimètre r é g l é  à 550 nm. 



CHAPITRE 1 : ESSAIS DE STIMULATION GES CYCLES 
CITRIQUE ET GLYOXYLIQUE, 

LEURS EFFETS SUR LA CROISSANCE, LA REPRODUCTION 
SEXUEE ET LE MÉTABOLISME INTERMEDIAIRE DU 
CHAMPIGNON, 

Le b u t  de c e t t e  expérience é t a i t  de déplacer l ' é q u i l i b r e  oxydation- 

réduction dans l e s  deux sens a f i n  de p r é c i s e r  son influence r é e l l e  su r  l a  mor- 

phogenèse du Champignon. Il f a l l a i t  donc per turber  l e  moins poss ib le  s e s  con- 

d i t i o n s  de développement. 

Ce t r a v a i l  a f a i t  l ' o b j e t  de publ ica t ions  (VIDAL, 1971 ; VIALA e t  

VIDAL, 1972 ; VIALA, 1972). 

1 ,  STIMULATION DES VOIES OXYDATIVES (CYCLE CITRIQUE) 

Le mei l leur  moyen consis te  3 f a c i l i t e r  l 'oxygénation du mycélium par  

un a r t i f i c e  physique. Nous avons f a i t  des e s s a i s  de c u l t u r e s  a g i t é e s  en f lacons  

e t  en fermenteur ; ces techniques ne pouvaient nous convenir,  c a r  e l l e s  provo- 

quent une profonde modification de l a  morphogenèse du Champignon : formation de 

bou le t t e s  mycéliennes ( " p e l l e t s " )  de consistance t r è s  dure e t . . .  absence de 

d i f fé renc ia t ion  de pér i thèces .  Nous ne pouvions pas u t i l i s e r  non p l u s  de mil ieu 



s o l i d i f i é  (agar ou s i l i c a  g e l )  c a r  c e l a  r e n d a i t  extrêmement d i f f i c i l e  l a  récu- 

péra t ion  du Champignon pour des études biochimiques ou enzymatiques. Nous avons 

donc aéré l e  mycélium c u l t i v é  en milieu l i q u i d e  en t ap i s san t  l e  fond des  b o î t e s  

de Roux de baguettes  de Pyrex de 6 mm de diamètre : ces  f i o l e s ,  d'une conte- 

nance d 'un l i t r e ,  recevaient  100 m l  de décoction d'avoine à 20 g / l .  Le Cham- 

pignon é t a i t  ensemencé sur  l a  surface des baguet tes ,  qu i  a f f l e u r a i t  l e  niveau 

supérieur du l iqu ide .  L 'aéra t ion  du mycélium a i n s i  obtenue é t a i t  i n f é r i e u r e  

à c e l l e  qu 'aura ient  pu fourn i r  l e s  a u t r e s  méthodes mais é t a i t  t r è s  supérieure 

à c e l l e  des  cu l tu res  s e  développant selon l a  méthode c lass ique .  

STIMULATION DU CYCLE GLYOXYLIQUE 

Plusieurs procédés é t a i e n t  u t i l i s a b l e s  : 

- diminuer l ' a é r a t i o n  des c u l t u r e ,  en augmentant, par  exemple, l e  volume du 
l iquide  contenu dans chaque f i o l e  de c u l t u r e  ; l e  mycélium a u r a i t  é t é  p l u s  
profondément immergé, mais au bout de quelques jours s a  p a r t i e  supérieure 
a u r a i t  émergé, f aussan t  l e s  r é s u l t a t s .  On a u r a i t  pu auss i  essayer de modi- 
f i e r  l a  composition de l 'atmosphère r e s p i r é e  par  l e  Champignon, mais c e l a  eût  
ent ra îné  de t rop  lourdes  servi tudes  techniques ; 

- u t i l i s e r  des i n h i b i t e u r s  s séc i f iques  du cycle  c i t r i q u e .  Nous avons f a i t  en 
p a r t i c u l i e r  des e s s a i s  d ' incorpora t ion  de malonate composé i n h i b i t e u r  de l a  
succinate-déhydrogénase (THORN, 1953 ; TOKUNAGA e t  a l . ,  1969). Mais ce corps 
bloque presque totalement l a  croissance du 1ep.toaphaetLw typhae. De p l u s ,  il 
ne r é s i s t e  pas aux températures de s t é r i l i s a t i o n  à l ' au toc lave  e t  complique- 
r a i t  donc l a  mise en oeuvre des  t r è s  nombreuses f i o l e s  de c u l t u r e  nécessa i res  
pour not re  expérimentation ; 

- i n t rodu i re  dans l e  mi l ieu  des  subs tances  st imulant  l e s  r éac t ions  enzymati- 
ques recherchées. Nous avons re t enu  c e t t e  so lu t ion  c a r ,  é t a n t  donné l e  b u t  de 
notre é tude ,  une s t imula t ion  nous p a r a i s s a i t  p ré fé rab le  à une i n h i b i t i o n .  Nous 
avons u t i l i s é  pour c e l a  l ' a c é t a t e  de sodium, agent "dérépresseur" de l ' i s o c i -  
t r a t a s e  e t ,  par conséquent, s t imulant  de t o u t e  l a  voie  glyoxylique (COTTER e t  
a l , ,  1970 ; KORNBERG e t  COLLINS, 1958 ; KORNBERG e t  a l . ,  1958 ; SMITH e t  
GUMSALUS, 1955 ; TURIAN, 1960,1961 ; TURSAN e t  a l . ,  1962). Ce s e l  (CH3COONa, 
3H 0) p r é s e n t a i t  de s u r c r o î t  l ' avantage  de n ' ê t r e  en aucun cas  toxique pour l e  
lefitoaphaehia tgphae, même s 'il é t a i t  i n t r o d u i t  en f o r t e  proport ion (1  % )  

dans l e  mi l ieu  de c u l t u r e .  

PROCESSUS EXPER I M E N T A L  

Le milieu de base é t a i t  l a  décoction d'avoine à 20 g / l .  Pour des r a i -  

sons techniques (nombre de b o î t e s  de Roux u t i l i s a b l e s ,  volume des  encein tes  de 

cu l tu re ,  e t c  ... ) nous avons dû r é a l i s a  deux s é r i e s  d'expériences séparées : 



1) des cu l tu res  aérées pa r  in t roduct ion  de baguettes  de verre  dans l e  mi l ieu  ; 

2) des  cu l tu res  en r i ch ies  en a c é t a t e  de sodium. Après quelques e s s a i s ,  nous 
avons i n t r o d u i t  ce corps dans l a  décoction d 'avoine aux concentrat ions de 
0 , l  % - 0,s % - 1 % .  

Le développement s ' e f f e c t u a i t  à 18°C - + 1°C. Ces c u l t u r e s  ont  é t é  

menées à l ' o b s c u r i t é  e t  sous éclairement a l t e r n é  12/12. 

Bien entendu, dans tous  l e s  cas ,  nous comparions l e s  mycéliums a i n s i  

obtenus à des colonies-témoins cu l t ivées  s u r  décoction d'avoine dans l e s  mêmes 

condit ions physiques. 

1. INFLUENCE DE L'AERATION. 

Les courbes de croissance e t  l e s  mesures d ' a c t i v i t é s  enzymatiques 

on t  é t é  r é a l i s é e s  sur  l e s  mêmes s é r i e s  cu l tu ra les .  Par cont re ,  l e  dosage des  

ac ides  organiques a  é t é  f a i t  sur  des mycéliums spécialement m i s  en c u l t u r e ,  

c a r  il exige de f o r t e s  quan t i t é s  de matigre. 

1.1) Croissance e t  reproduction : Les r é s u l t a t s  son t  résumés dans l e  tableau 5 

e t  l e s  f igures  2 e t  3 .  

Tab leau  5 : R e p r o d u c t i o n  s e x u é e  e n  c u l t u r e s  a é r é e s .  

Abondance d e s  
p é r i t h è c e s  a u  9ème 

j o u r  

- 

- 

1 O0 

130 

C o n d i t i o n s  d e  
c u l t u r e  

O b s c u r i t é  s a n s  
b a g u e t t e  

O b s c u r i t é  a v e c  
b a g u e t t e s  

Lumière s a n s  
b a g u e t t e  

Lumière a v e c  
b a g u e t t e s  

Date  d ' a p p a r i t i o n  
d e s  p é r i t h è c e s  

---------------------.--------------------.---------------------- 

- 

- 

7ème j o u r  

6ème j o u r  



FIGURE 2 : EWLUTIOW DU W I D S  DE CUTIERE SEC% 
(CULTURES ECUIREES) 
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Le démarrage de l a  croissance e s t  faiblement r e t a rdé  par  l a  présen- 

ce des baguettes ,  ca r  une p a r t i e  des ascospores ensemencées dans l e  mi l ieu  tom- 

be au fond du f lacon e t  donc germe sous l e s  baguettes .  Mais, dès l e  6ème jour,  

l e  mycélium s e  développe en émersion e t  l e  rendement e s t  amélioré : l e s  masses 

de matière sèche des cu l tu res  émergées sont  a l o r s  légèrement supérieures à cel -  

l e s  des cu l tu res  témoins e t  l e  maximum de croissance  e s t  a t t e i n t  légèrement p l u s  

t ô t  ; l e s  d i f f é rences  e n t r e  l e s  deux formes de c u l t u r e  son t  minimes, au plan 

du rendement pondéral.  

Par cont re ,  l ' a é r a t i o n  exerce un t r è s  n e t  e f f e t  s u r  l a  reproduction. 

En e f f e t ,  s i  l e s  premières ébauches p é r i t h é c i a l e s  apparaissent  su r  l e s  cu l tu res  

émergées 24 heures p lus  t 6 t  seulement, dès le  8ème jour l e  mycélium est couvert 

de pér i thèces .  A ce  moment-là, l e s  cu l tu res  témoins p o r t e n t  des ascocarpes 

beaucoup moins nombreux, seulement groupés en i l o t s ,  essent ie l lement  l e  long 

des parois  de l a  f i o l e .  A l ' o b s c u r i t é  aucun pér i thèce  n ' appara î t .  

1.2) Ac t iv i t é s  enzymatiques e t  ac ides  organiques : Les mesures d ' a c t i v i t é s  

enzymatiques é t a i e n t  e f fec tuées  quotidiennement. I l  ne pouvait en ê t r e  de même 

des dosages d ' ac ides  organiques, q u i  on t  é t é  r é a l i s é s  en deux po in t s  de l a  

phase de végéta t ion  a c t i v e  du Champignon (6ème e t  8ème jours)  pu i s  au moment 

du maximum de croissance (10ème jour)  e t  e n f i n  dans l a  phase de sénescence 

(12ème jour ) .  

Les r é s u l t a t s  sont  groupés dans l e s  f i g u r e s  4 ,  5 ,  6 ,  7 e t  8 e t  l e  

tableau 6. 

Le développement du Champignon met en jeu l e s  t r o i s  voies c lass iques  

au niveau du métabolisme intermédiaire des ac ides  organiques : 

- formation d 'ac ide  l a c t i q u e ,  ou "glycolyse l ac t ique  aérobie" (TURIAN, 1969) ; 

- cycle  c i t r i q u e  ; 

- cycle  glyoxylique. 

L 'acide l ac t ique  e s t  dans tou tes  l e s  cu l tu res  l e  p lus  important ---------------- 
quanti tat ivement de tous  l e s  acides.  I l  joue un r ô l e  moins important dans l e s  

mycéliums en émersion. En p a r t i c u l i e r ,  on consta te  une t r è s  f o r t e  chute de l a  

teneur er. c e t  acide au 10Bnie jour de cü l tu re  sur baguettes ,  au molr,ent où l a  

majeure p a r t i e  du mycélium e s t  émergée. Cela montre une p l u s  grande o r i e n t a t i o n  

de l a  lactico-déshydrogénase dans l e  sens oxydat i f .  



TABLEAU 6 : INFLUENCE DE L'AERATION SUR LA TENEUR MYCELIENNE EN ACIDES ORGANIQUES. 

?oies r e  m t i i r e  
sèche 

Acide Iacrioue 

Acice fumriaue 

Acide succinloue 

Acide maltque I ::: 
Aciee citr ioue 

Acide malonloue 

Acias glycolique 353 
l(3.51 

Acide glycénique 1 - 

lOBme JOUR ?28me JOUR 

-U-.t..i-.+-Y..-l--0--II-i9--II-?---/--!!---i--"'--i--!--- 1 

Les poids de mt i&re  sache sont exprin&s en mg par f i o l e  de culture. 
Les concentrations en acides en nano 4quivalents pour 100 mg de matiare sècne. 
Les chi f f res  entre parenthBses expriment l e s  pourcentages des acides par. racport à l'ensemble. 

68me jOLlR 8&me 

L O La L ---- 
127 

3780 
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672 
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95.1 

3165 
(60.1 
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[1,81 
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(6.71 

220 
(4.11 
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(4.11 
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(5.51 

314 
5 
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(5.81 

346- 
(5.81 

894 
(131 
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5 7  

- 
- - 
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(4.61 

1984 
[19.61 

570 
11,ll 

456 
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FIGURE 4 : EVOLUT ION DE L'ACTIVITÉ ISOC ITRATE-DÉSHYDROGÉNAS IQUE 
(MOYENNE DE 4 MESURES) 
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FIGURE 5 : EVOLUTION DE L'ACTIVITÉ 1 SOCITRATE-LYAS I Q U E  

(MOYENNE DE 4 MESURES) 

Cultures é c l a i r é e s  

~ . . . ~  AVEC BAGUETTES 

r SANS BAGUETTES 

A 

Cultures a l'obscurité 

80 

a 
3 
e .- + 
.I 

O 
'a 
u 
V) 

.QJ 40,  * . I 
> .- 
.c1 
O 
4 

5 10 15 Jours 

- 

- 

- 

- C I I I 

O 5 10 15  
Jours 



FIGURE 6 : EVOLUTION DU RAPPORT ISOCITRATE DÉSHYDROGÉNASE/ 
ISOCITRATE LYASE 
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FIGURE 7 : EVOLUTION DE L'ACTIVITÉ DE LA 
FUMARATE-HYDRATASE (MOYENNE DE 4 MESURES) 
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FIGURE 8 : EVOLUTION DE L'ACTIVITÉ DE LA SUCCIKATE-DÉSHYDROGÉNASE - 
(MOYENNE DE 4 MESURES) 
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La lumière et l'aération stimulent l'isocitrate-déshydrogénase, corn- ........................... 
me elles stimulent la production de périthèces. La succinate-déshydrogénase et ........................ 
la fumarate-hydratase subissent les mêmes variations que l'isocitrate-déshy- ------------------ 
drogénase. Enfin, l'acide fumarique paraît légèrement plus abondant dans les ----------------- 
cultures émergées, surtout celles qui reçoivent un éclairement, donc dans les 

mycéliums les plus fertiles. Le cycle citrique a donc une activité plus grande -------------- 
lorsque le L e p , t ~ h p h U u c h  ~yphaf2  se développe sur baguettes. 

L'enzyme caractéristique du cycle glyoxylique, l'isocitratase, pa- ----------------- -------------- 
rait par contre inhibée à la fois par l'éclairement et l'aération. Cette 

inhibition est confirmée par la présence de quantités d'acide succinique géné- ------------------ 
ralement plus faibles dans les cultures sur baguettes. Ces effets de l'éclai- 

rement et de l'oxygénation apparaissent nettement si on suit l'évolution du 

rapport isocitrate déshydrogénase/isocitratase : à partir du 8ème jour de .............................................. 
culture, il est plus fort dans les cultures émergées et, dans les mêmes condi- 

tions d'aération, il est plus élevé dans les mycéliums éclairés. 

Les autres acides détectés fournissent quelques renseignements : 

l'acide malique est en général moins abondant en conditions d'émersion. L'a- --------------- ----- 
cide citrique est décelé plus précocement dans les cultures éclairées. En ------------- 
moyenne, et surtout dans les mycéliums éclairés, le rapport nialique/citrique 

est supérieur à 1 pour les cultures sans baguette et voisin de 1 dans les 

fioles à forte aération. 

Les cultures immergées contiennent davantage d'acide glyocolique. ----------------- 
L'acide glycérique, présent à l'état de traces, apparaît plus tôt et est plus ------------------ 
abondant dans les cultures sans baguette. 

Enfin, la chromatographie sur papier met en évidence l'acide auinigue ------------- -- 
tout au long du développement dans toutes les conditions de culture. 

II. INFLUENCE DE L ' ACETATE . 
11.1) Croissance et reproduction : Les résultats sont résumés dans les tableaux 

7 et 8 et les figures 9 et 10. 

En présence d'acétatê, la crcissance mycélienne est ralr~tie dane 

un premier temps puis fortement stimulée à partir du 5ème jour de culture ; 

l'intensité de ces deux phénomènes süccessifs varie dans le même sens que la 



Tableau 7 : Stade l i p i d i q u e  du mycélium à l ' o b s e r v a t i o n  microsco- 
pique au 9ème jour .  

Légende : Stade 1 : 1 à 2 globules  l i p i d i q u e s  par  c e l l u l e  
Stade 2 : 2 à 4 g lobules  l i p i d i q u e s  par  c e l l u l e  
Stade 3 : nombreux g lobules  l i p i d i q u e s  acco lé s .  

Obscuri té  

1 

2 

2 

3 

Tableau 8 '  : Cul tures  é c l a i r é e s  : r i c h e s s e  en pé r i t hèces .  

Lumière 

................................................................. 
1  

l à 2  

3 

3 

3 

Milieu de c u l t u r e  

Témoin 

+ 0 , l  % d ' a c é t a t e  

+ 0,s % d ' a c é t a t e  

+ 1 % d ' a c é t a t e  

- 
Date 

d ' a p p a r i t i o n  

..----------------------------------------------------------------- 

7ème jour  

Bème jou r  

9ème jou r  

12ème jou r  

Milieu de c u l t u r e  

Témoin 

+ 0 , l  % d ' a c é t a t e  

+ 0,s % d ' a c é t a t e  

+ 1  % d ' a c é t a t e  

Abondance 

100 

7 O 

30 

t r è s  f a i b l e  



FIGURE 9 : E v D L u ~ i D t l  DU W I D S  DE.HATIERE SECHE DES CULTURES 
SUR n f L l E u  A L'ACETATE (CULTURES EcuIREES) 
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concentration du milieu. De même, les poids de matière sèche maximaux sont 

d'autant plus élevés et la date où ils sont atteints d'autant plus retardée 

que la solution de culture est plus riche en acétate. 

Sur tous les milieux supplémentés, les articles du mycélium contien- 

nent de nombreuses gouttelettes lipidiques (tableau 6). Les fortes accumula- 

tions lipidiques se traduisent à l'observation visuelle par une surface mycé- 

lienne se couvrant de tâches noir-verdâtre alors que les cultures témoins de- 

meurent très peu pigmentées. 

En ce qui concerne la reproduction (tableau 7), l'effet de l'acétate 

est extrêmement net : des doses croissantes inhibent de plus en plus l'appari- 

tion des périthèces. 

11.2) Activités enzymatiques et acides organiques : Les tableaux 9,10, 11 et 

12 et les figures 11, 12 et 13 rendent compte des principaux résultats. 

Etant donné le grand nombre de types de cultures étudiés, nous avons 

limité les dosages d'acides organiques à trois points des courbes de croissan- 

ce : 7ème, 9ème et llème jours. 

Au 7ème jour, la teneur mycélienne en acide lactique est directement -------------- 
liée aux quantités d'acétate contenues dans le milieu. Par la suite, cette 

"proportionnalité" ne se vérifie pas, mais les mycéliums ayant végété sur acé- 

tate sont toujours plus riches en acide lactique que les témoins. 

L'activité de l'isocitrate-déshydrogénase est faiblement inhibée ......................... 
par l'acétate sous éclairement, alors qu'elle est plutôt stimulée à l'obscu- 

rité (figure 13). 

La succinate-déshydrogénase (tableau 9) subit de la part de l'acé- ........................ 
tate une inhibition pouvant atteindre 40 %, ce qui a déjà été constaté chez le 

Neutrohpom h d o p k i e a  (TURIAN et SEYDOUX, 1962). La fumarate-hydratase ------------------ subit 
de faibles variations allant plutôt dans le sens d'une augmentation de son ac- 

tivité, phénomène observé aussi chez le Neunoapom W h C L  (FLAVELL et FINCHAM, 

1968). 

L'activité de l'isocitratase est stimulée par la présence d'acétate ------------ 
dans le milieu et ceci d'autant plus que la concentration de ce sel est plus 

. .-\ 
élevée. On peut d'ailleurs constater que l'acide succinique se trouve aussi eb, ---------------- y:.,-, 
plus grande quantité dans les mycéliums-essais que dans les cultures-témoin%,_. 

De plus, dans ces dernières, sa concentration s'abaisse au cours du développe- 

ment, alors qu'elle a tendance à s'élever dans les cultures nourries d'acétate. 



Tableau10 : A c t i v i t é s  enzymetiques exprimées en u n i t é s  i n t e r n a t i o n a l e s  ( s u i t e l .  

Tableau 9 : A c t i v i t é s  enzymatiques exprimées en u n i t é s  i n t e r n a t i o n a l e s .  - 

M i l i e u  : T : t lmo in  [avo ine 20 g/ll - 
+ 0.1 2 : + 0.1 2 d'acétate 

+ 0.5 2 : + 0.5 1 a 'acé ta te  

+ 1 % : + 1 % d ' a c l t a t e .  

JGUR 

............................... 

%-ne 

7ame 

88me 

9ème 

JOUR 

-----------------*------------- 

M i l i e u  : T : ternoin (avo ine 20 g / l l  

+ 0.1 % : - 0.1 % d 'acétate 

+ 0.5 % : + 0.5 % d 'acatate 

1 % : + 1 t d 'acé ta te  

ISOCITRATE-OESHYOROGENASE 

,MILIEU 1 FUflARASE SUCCINO-OESHYOROGENASE ISOCIÏRATE-OESHYOROGEF!ASE 

L u m i a n  L O b s c u r i t l  L u m i l n  1 Obscur i té  Lumiare 1 Cbscur i té  
-------------+------------ ------------- 

Lumière ---------------------------.-------------- 
0,015 
O. 006 
0,006 
0.014 

0.046 
3.325 
0.025 
0,024 

O. 349 
O. 021 
O, 031 
5,036 

0.042 
O.O*O 
O, 029 
O. C28 

Obscur i té  

0,016 
11,01? 
0,018 
0.014 

O, C16 
O. 024 
0.079 
O. G23 

0,032 
O .  030 
0,035 
0,046 

O. 033 
0,049 
C.030 
0,041 

FUNARASE 

Lunière 1 Obscur i té  -------------- 
T 

,,ILIEU 1 0.017 0.017 
+ O,? % 0,018 0,019 
+ 0,s % 
+ I r ,  

T 
+ 0.1 % 
+ 0.5 % 
+ 1 % 

T 
+ 0.1 % 

0.5 % 
+ l% 

T 
+ 0.1 % 

0.5 % 
* l %  

SUCCINO-OESHYOROGENASE 

Lumaère Obscur i té  --------------------------- 
0.019 0.019 
0.019 0.019 
0,017 0,016 
0.015 

0,021 
0.017 
0.015 
0,015 

0.G2l 
0,016 
0.015 
O.Cl$ 

O. 022 
0,016 
0.015 
0,014 

3,018 
0,017 

0.021 
0,022 
0.021 
0.022 

0,021 
0.022 
0.022 
O, 023 

0.017 
0,021 
0.022 
O, 023 

0,015 

0.021 
0,015 
0,OlA 
0,013 

O.il20 
0.015 
0,014 
0,013 

O, 021 
0.015 
0,014 
0,013 

O. 020 
2,018 

0.020 
0,023 
0.020 
0,022 

0,019 
0.022 
O. 022 
O, 022 

0,017 
0.020 
0.023 
0.023 



FIGURE 11 : EVOLUTION DE L'ACTIVITE ISOCITRATE-LYASIQUE 
SUR M I L I E U  A L'ACETATE (CULTURES ECLAIR~ES)  
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FIGURE 12 : EVOLUTION DE L ' A C T I V I T E  ISOCITRATE-LYAS IQUE 
SUR MILIEU A LIACETATE (CULTURES A L'OBSCURIT€) 
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FIGURE 13 : EVOLUTION DU RAPPORT ISOCITRATE DÉSHYDROGÉNASE/ 
1 SOCITRATASE SUR MIL 1 EU CONTENANT DE L'ACETATE 
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Le cycle glyoxylique est donc bien stimulé par l'acétate ainsi que le confir- ----------------- 
ment les rapports isocitrate-déshydrogénase/isocitratase (figure 13). 

L'éclairement des cultures entraîne chez celles-ci d'une part une 

concentration plus élevée en acide citrique, d'autre part une augmentation plus -------------- 
rapide de cette teneur au cours de la végétation. Quel que soit l'âge du mycé- 

liums, il contient de plus fortes quantités d'acide malonique s'il s'est dévs- --------------- 
loppé sur acétate. 

DISCUSSION 

1. EFFET DE L'AERATION. 

Le but de notre expérience est atteint. La présence de baguettes 

de verre dans le milieu, en favorisant les processus oxydatifs au niveau du 

métabolisme des acides organiques, augmente parallèlement la production de 

périthèces par le Champignon. Ce n'est pas seulement le rapport cycle citri- 

que/cycle glyoxylique qui est modifié, mais tout le métabolisme intermédiaire 

qui change. En effet, le ralentissement du cycle de Krebs dans les cultures 

stériles ou peu fertiles laisserait prévoir une métabolisation plus lente du 

pyruvate et sa transformation accrue en lactate ; mais l'action compensatrice 

menée par le cycle glyoxylique ne permet pas de retenir cette explication. L'o- 

rientation réductrice de la lactico-déshydrogénase à l'obscurité, même dans les 

cultures émergées, semble résulter d'une déviation profonde de la physiologie 

de la cellule dans cette direction. La présence d'acide glycolique dans ces 

mycéliums confirme cette interprétation. TURIAN a d'ailleurs constaté des phé- 

nomènes analogues chez les A U o m y c a  (1960). 

Nous pouvons rapprocher nos résultats de ceux de TURIAN (1960) sur les 

k e e o m y c a  et les N m o d p o / r a  : chez ces organismes, la "féminisation" est liée 

a une plus forte activité du cycle citrique, alors que la "masculinisation" 
s'accompagne d'une réduction de cette activité compensée par une augmentation 

de celle du cycle glyoxylique. Dans le cas du L e p t o d p h a e h h  t y p h a e , '  la défi- 

nition du sexe est absolument impossible. Nous ne pouvons que constater qu'au 

niveau du métabolisme intermédiaire il semblerait que les cultures ne prd- 

duisant pas de périthèces se rapprochent des mycéliums "masculinisés" étudiés 

par TURIAN et des cultures à spermaties (gamEtes mâles) du GizomoizifZ & 2 p & ? d ~ y ~ a  
(FAYRET, 1975) . 
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II. INFLUENCE DE L'ACETATE. 

La présence d'acétate dans le milieu de culture "déréprime" l'iso- 

citratase, débloquant ainsi la voie glyoxylique ; concurremment, la reproduc- 

tion sexuée du Le@odphaUik~ typhae est inhibée et même totalement bloquée. 

Ici aussi, les résultats confirment l'hypothèse de départ. 

Au début du développement, le retard de croissance des cultures sur 

acétate peut être expliqué par le temps d'adaptation du Champignon à cette 

source de carbone (MONOD, 1942). Ensuite, les vitesses de croissance et les 

poids de matière sèche deviennent supérieurs à ceux des cultures témoins. Cette 

stimulation provient de l'apport supplémentaire de carbone assimilable. Le 

LepZ~dphaeLk Zyphae s'adapte à l'acétate mieux que beaucoup d'autres Champi- 

gnons, en particulier les kee~mycecl et les Newrodpotra (TURIAN, 1960, 1961). 

Peut être son adaptation est-elle facilitée par la présence d'autres substan- 

ces nutritives dans la décoction d'avoine. 

A première vue, il semblerait y avoir contradiction entre l'accrois- 

sement de l'activité isocitratasique consécutif à l'augmentation de la teneur 

du milieu en acétate et la réduction de la richesse du mycélium en succinate. 

Cette disparition du succinate est très certainement dûe aux besoins plus in- 

tenses consécutifs aux vitesses de croissance plus grandes. 

Contrairement à ce qu'on aurait pu attendre, l'acétate provoque une 

augmentation de la synthèse d'acide lactique chez le LtptohphaeLk Zljphae. On 

était en effet en droit de penser que la glycolyse ne fonctionnerait pas et ne 

pourrait donc fournir le pyruvate, matière première de la fabrication de l'aci- 

de lactique. Mais, là encore, nous devons nous rappeler que dans notre milieu 

complexe l'acétate ne constitue pas l'unique source de carbone : il est fort 

possible quella glycolyse fonctionne à partir des glucides dissous dans la 

décoction d ' avoine. 

Quoiqu'il en soit, l'ensemble de nos observations montre que, sous 

l'action de l'acétate, le métabolisme intermédiaire est orienté dans le sens 

réducteur, comme le confirment l'inhibition de la succinate-déshydrogénase 

et les valeurs du rapport isocitrate-désilydrogénase/'isocitratase. Ce déplace- 

ment de l'équilibre fonctionnel paraît lié directement à la richesse en acé-i', 
1 ; : j  , tate du milieu de culture. 



Enfin, on peut noter l'abondance de l'acide malonique dans les cultu- 

res effectuées avec acétate ; ceci est à rapprocher de l'importance de ces 

deux corps dans le métabolisme des acides gras (MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974) 

et de la présence dans le mycélium de grandes quantités de lipides. Une telle 

lipogenèse parait correspondre à une physiologie d'un type, sinon pathologique, 

du moins très éloigné de la biologie "naturelle" du Champignon. 

Nous avons fait enfin une autre observation importante : l'acide 

citrique s'accumule d'autant plus dans les mycéliums que ceux-ci sont porteurs 

d'un plus grand nombre de périthèces ; ceci n'avait jamais été observé chez 

aucun autre Ascomycète. FRANKE-RINKER et BEHRENS (1979) ont montré que l'acide 

citrique accumulé par les Champignons supérieurs est dû à l'activité de leur 

cycle tricarboxylique : notre constatation confirme donc l'orientation oxyda- 

tive du métabolisme. LE ROUX (1962, 1966) constate que les lamelles du Champi- 

gnon de couche sont plus riches en acide citrique que la chair du carpophore ; 

de même, les plantes supérieures accumulent ce corps dans leurs ovaires (COIC 

et al., 1968). Cette observation s'étend donc à une grande partie du Règne 

Végétai. Encore une fois, les cultures fertiles du i!.ep,il~dphUd.U z y p h a ~  peuvent 

être assimilées à des organismes "féminisés", chez qui les voies oxydatives 

(cycle citrique) sont plus actives. En effet, elles différencient des ascogo- 

nes (gamètes femelles) qui, après fécondation, provoquent la formation des 

périthèces. 

CONCLUS 1 ON 

La corrélation entre la reproduction sexuée du Lep;tospha&a R y p h u e  

et l'équilibre oxydations-réductions de son métabolisme intermédiaire est donc 

évidente. Notre Champignon est le premier Ascomycète homothallique à fécondation 

thallogamique chez qui ce phénomène ait été démontré. 

Une inhibition des voies oxydatives limite la fertilité du mycélium, 

une stimulation l'augmente. Mais cette stimulation ne suffit pas à induire à 

elle seule la reproduction sexuée. L'énergie lumineuse s'avère être dans notre 

expérimentacion le facteur inducteur indispensable : en son absence pas d'as- 

cogone, pas de périthèce. Il convient maintenant d'essayer de voir dans quelle 

mesure la lumière peut influencer la fertilité et le métabolisme intermédiaire 

du L e p R a s p h a m i a .  t y p h a e .  



CiiAPITRE II : IFlFLUENCE DE L'ECLAIREMEKT CCKTINU 
SUR LA CROISSANCE, LA REPRODUCTION 
SEXUEE ET LE KETABOLISME INTERNECIAIREl 

INTRODUCTION 

L'effet que la durée de l'éclairement exerce sur la reproduction 

sexuée des Champignons est extrêmement variable. Ainsi, le GrtomorLia LepXoaXqXa 

ne forme de périthèces qu'à l'obscurité alors que ses siermaties ont besoin, 

pour apparaître, d'un rythme nycthéméral (FAYRET, 1975). La maturation des 

primordiums du Copfrinu4 C~ng&ega;tud nécessite une période d'obscurité constan- 

te (DURAND et ROBERT, 1980). Les P y & . k u  exigent au contraire un éclaire- 
ment constant pour fructifier (YAEGASHI et HEBERT, 1976) . Le DiupotLthe p h e o -  
&&üm produit moins d'ascocarpes sous éclairement constant (TIMNICK et al., 

1951). Le N ~ C l k b  gagc)via, enfin, fructifie seulement sous photopériode 12/12 
(DEHORTER, 1972). On constate donc de nombreuses différences de comportement 

vis-à-vis de ce paramètre suivant l'espèce ; d'ailleurs au sein d'une espèce, 

les résultats peuvent même varier d'une souche mycélienne à l'autre : ainsi 

l'éclairement continu est favorable à la reproduction d'une souche (S12) de 

1 'ffyp0myce6 ~ 0 % ~ ~  alors qu'une autre (S28) donne de meilleurs résultats lors- 

qu'elle est soumise à une altsrconre : 15 heures de lumière/8 heures d'obscu- 

rité (CURTIS, 1964) . 

Au cours du chapitre précédent, nous avons pu constater que le 

LepAoaphaehia Aqphae ne produit de périthèces que s'il reçoit un éclairement 



suffisant ; celui-ci lui a toujours été appliqué sous une photopériode de 

12 heures. Il était tent~nt de rechercher l'effet d'un éclairement plus pro- 

longé qui pourrait provoquer soit une stimulation plus forte de la fructifica- 

tion et du métabolisme, soit au contraire un effet régressif sur les deux phé- 

nomènes, soit enfin une action distincte ou même opposée sur la sexualisation 

et l'activité métabolique. Des études préliminaires avaient montré que la re- 

production sexuée paraissait inhibée par l'éclairement constant. Par comparai- 

son avec le métabolisme intermédiaire des k e e o m y c e 5  et des N e m u a p o u  (TURIAN, 

1960, 1961, 1966), des ~ ; t o & ~ ~  (CANTINO, 1956, 1961) et du GnomuvLM 

. t ~ p r t a & t y h  (FAYRET, 1975) nous avons émis une hypothèse de travail que les 

expériences décrites dans ce chapitre devaient nous permettre de vérifier : au 

niveau du métabolisme intermédiaire, le L e p X ~ d p h a U ~ k X  A y p h a e  cultivé à 1 lobs- 

curité est comparable & des souches "masculinisées" ; lorsqu'il reçoit ses 

12 heures d'éclairement quotidiennes, il se rapproche des souches "femelles" 

et puisqu'il produit des périthèces, il est en effet "féminisé" et émet des 

organes aptes à capter le noyau mycélien qui, par thallogamie, permettra la 

constitution du dicaryon ; si, sous éclairement constant, sa reproduction 

sexuée est inhibée, peut être est-ce parce qu'il est trop orienté dans le sens 

"femelle" par la lumière et cela serait facile à contrôler en étudiant son mé- 

tabolisme intermédiaire, qui serait alors dirigé vers les voies oxydatives. 

Ce qui, par extension, permettrait de comprendre la stérilité apparente de nom- 

breux Champignons homothalliques dans certaines conditions : ceux-ci ne seraient 

pas stériles à proprement parnier, mais leur métabolisme serait trop orienté dans 

le sens oxydatif (femelle) ou réducteur (mâle), la fertilité exigeant un équi- 

libre parfait entre les deux tendances. 

Nous avons donc comparé le développement et le métabolisme interné- 

diaire de trois types de cultures du 1 e p ; t o a p h a a i a  r t yphue  : 

- maintenues à l'obscurité ; 

- éclairées douze heures par jour ; 
- éclairées continuellement. 

Les trois lots de boîtes de Roux étaient cultivées dans une seule 

enceinte de culture afin que tous les autres paramètres soient rigoureusement 

les mêmes pour tous les mycéliums, ce qui nous a contraint à ne faire que trois 

prélèvements : aux 7ème, 9ème et llème jours. Ces travaux ont été publiés en 

1979 (VIDAL et VIALA) . 



1. CROISSANCE ET FRUCTIFICATION. 

Les résultats, résumés dans la figure 14 et le tableau 1 3  montrent 

que la croissance mycélienne est stimulée en début de culture par l'éclaire- 

ment surtout lorsqu'il est alterné, puis se prolonge plus longtemps, particu- 

lièrement sous lumière constante. 

F i g u r e  1 4  : Evolu t ion  du p o i d s  de  m a t i è r e  s è c h e  en f o n c t i o n  des  
d i v e r s e s  c o n d i t i o n s  de  c u l t u r e .  

f -. obscurite 

Temps 

c Jours] 

La fructification dépend nettement de l'intervention de la lumière : 

pratiquement nulle à l'obscurité, active et précoce sous éclairement alterné, 

elle est plus tardive et surtout moins intense sous lumière constante. 

Tableau 1 3  : Reproduction sexuée.  

C o n d i t i o n s  de  
c u l t u r e  

O b s c u r i t é  c o n s t a n t e  

Pho topér iode  

Lumière c o n s t a n t e  

R ichesse  r e l a t i v e  en 
p é r i t h è c e s  au 13ème 
j o u r  de  c u l t u r e  

..................................................................... 
t r è s  f a i b l e  

100 

3  5 

Date d ' a p p a r i t i o n  d e s  
p r e m i e r s  p é r i t h è c e s  

I l  ème j o u r  

7ème j o u r  

8ème j o u r  
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A 

Figure 15 : Résultats des dosages enzymatiques 



II. EVOLUTION DES ACTIVITES ENZYMATIQUES. 

Les activités enzymatiques indiquées dans la figure 15 correspondent 

aux valeurs moyennes de 5 séries culturales. 

L'isocitrate-déshydrogénase est nettement plus active dans les mycé- ......................... 
liums soumis à photopériode que dans les autres types de cultures. Sous éclai- 

rement constant, on note des valeurs de même ordre que dans les mycéliums 

maintenus à l'obscurité et même inférieures au 7ème jour ; c'est seulement en 

fin de croissance (llème jour) qu'elles sont plus élevées. 

C'est également dans les cultures éclairées suivant un rythme nycthé- 

méral que la fumarase est la plus active. Elle évolue dans tous les cas paral- -------- 
lèlement à l'isocitrate-déshydrogénase. Dans les mycéliums constamment éclai- 

rés, c'est seulement au 9ème jour qu'on constate une stimulation de cette 

enzyme par rapport à ceux qui ont végété à l'obscurité. 

La teneur en succino-déshydrogénase augmente entre les 7ème et 9ème ...................... 
jours, puis diminue. En début de croissance, elle est particulièrement grande 

dans les cultures soumises à photopériode ; sous éclairement constant, elle 

est alors du même ordre qu'à l'obscurité, puis elle s'élève et se maintient 

à un haut niveau en fin de développement. 

Le rapport isocitrate-déshydro@ase/isocitrate-lyae qui traduit --------------- --- ------------------ --- 
l'équilibre fonctionnel entre les cycles citrique et glyoxylique, évolue de 

la même manière dans toutes les cultures : relativement faible au 7ème jour, 

il s'élève au 9ème puis s'abaisse à nouveau. Mais il est toujours plus élevé 

dans les mycéliums recevant un éclairement alterné et c'est sous lumière 

constante qu'il est le plus bas A tous les stades de la croissance. 

III. LES ACIDES ORGANIQUES. 

Les dosages d'acides organiques ont ét6 effectués sur une seule sé- 

rie culturale (tableau 1 4 ) .  

Dans les mycéliums éclairés, la teneur de l'ensemble des acides orga- 

niques augmente entre les 7ème et 9ème jours, puis diminue ; elle suit une 

évolution inverse dans 15s cultures réalisées à l'obscurité. 



Tableau 1 4  : Evolut ion d e s  a c i d e s  o rgan iques .  Les q u a n t i t é s  s o n t  
exprimées en nanoéqu iva len t s  pour  100 mg de  mycélium s e c .  Le c h i f f r e  
m i s  e n t r e  p a r e n t h è s e s  i n d i q u e  l e  pourcentage.  

L'acide l a c t i q u e ,  t r è s  abondant a u  7ème jour ,  diminue e n s u i t e  d'au- 

t a n t  p lus  v i t e  que les cu l tu res  sont  soumises à une durée d 'éclairement p lus  

grande. 

En début de croissance,  l ' a c i d e  succinique e s t  toujours  p l u s  abon- 

dant  dans les mycéliums é c l a i r é s .  En f i n  de développement, s u r t o u t  sous pho- 

topériode,  il diminue fortement. Au c o n t r a i r e ,  l a  teneur en ac ide  malique s ' é -  

lève  progressivement e n t r e  l e s  7ème e t  llème jours dans tou tes  l e s  condit ions 

de cu l tu re .  

Au 7ème jour ,  l a  teneur  en ac ide  c i t r i q u e  des  c u l t u r e s  soumises à 

photopériode e s t  relat ivement f a i b l e  : e n s u i t e ,  e l l e  augmente fortement e t  

devient  proportionnellement p l u s  grande que dans l e s  a u t r e s  types de cu l tu res .  

Acides 

Lactique 

Succinique 

Maliquc 

Citrique 

Maionique 

Fumarique 

Glycolique 

TOTAL 

J 

L'acide malonique p a r a î t  d ' au tan t  moins important que l a  f r u c t i f i c a -  

t i o n  devient  plus a c t i v e .  

I 
9ème  jour l l è m e  jour 

L'acide fumarique, présent  à l ' é t a t  de t r a c e s  en début de croissance 

tend ensu i t e  à s'accumuler. Au c o n t r a i r e ,  on ne décèle l a  présence d 'acide 

glycolique qu'aux 7ème e t  9ème jours. 

L. c. 

515 (7.7) 

1405 (21.1) 

2375 (35.7) 

1840 (27.6) 

345 (5,1) 

175 (2.6) 

6655 

7ème  jour 

Obrc. 

850 (13.3) 

1855 (29.1) 

1800 (28.3) 

1000 (15.7) 

565 (8.9) 

270 (4.2) 

21 (0 ,3)  

6365 

L. c. 

890 (10,2) 

2645 (30.2) 

2285 (26 , l )  

1500 (17 , l )  

714 (8.2) 

665 (7.6) 

40 (0.4) 

8710 

12/12 

720 (9.8) 

900 (12.2) 

2970 (40.3) 

2320 (31.5) 

150 ( 2 , l )  

300 (4.1) 

7360 

Obrc. 

1710 (24.1) 

2135 (30.1) 

1425 (20.1) 

1270 (17.9) 

530 (7.5) 

22 (0.3) 

7100 

L. c. 

2360 (28.8) 

2785 (34.1) 

1345 (16.4) 

1295 (15,8) 

370 (4.5) 

t race#  

15 (0,Z) 

8175 

------------------------.-----------.------------------------------------------------------------------------ 
12/12 

1275 (15.4) 

2765 (33.5) 

1440 (17.4) 

2365 (28.6) 

390 (4,7) 

t r a ce#  

17 (0.2) 

8260 

Obic. 

1065 (10.5) 

1395 (13.7) 

3815 (37.6) 

2950 (29.1) 

450 (4.4) 

460 (4.5) 

10140 

12/12 

1350 (20.3) 

2690 (40.4) 

1335 (20.1) 

700 (10.5) 

390 (5.8) 

185 (2.8) 

6650 
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DISCUSSION 

Nous a t t r ibuons  l a  f a i b l e s s e  des  poids de matière sèche obtenus au 

cours de c e t t e  étude au f a i t  que nous avons dû c u l t i v e r  l e  Champignon dans l e s  

seu les  encein tes  de not re  l abora to i re  suscep t ib les  d ' ê t r e  constamment é c l a i r é e s  ; 

c e s  étuves presque parfaitement étanches sont  de volume beaucoup p l u s  r édu i t  

que l a  pièce régulée q u i  nous a v a i t  s e r v i  pour l e s  expériences précédentes. 

L 'oxygénation des  c u l t u r e s  du Leph74pha&a z g p h a e  e s t  peut -ê t re  t r o p  f a i b l e ,  

ou l a  concentrat ion en CO dégagé par  l a  r e s p i r a t i o n  t r o p  f o r t e .  Nous n'avons 
2 

f a i t  aucune expérience pour v é r i f i e r  ces  hypothèses e t  nous nous contentons 

pour l ' heure  de cons ta te r  des  f a i t s .  De t o u t e s  façons, l e s  t r o i s  types  de 

cu l tu res  ont  é t é  e f fec tués  dans l e s  mêmes encein tes  au même moment e t  l e s  ré-  

s u l t a t s  sont  donc très comparables e n t r e  eux. 

Au cours  de l a  croissance,  l a  teneur  en acide l ac t ique  e t  l a  propor- 

t i o n  de ce lu i -c i  par  rappor t  à l 'ensemble des  ac ides  diminuent t r è s  nettement. 

Ce t t e  évolut ion est due à l 'émersion du mycélium qui  f a c i l i t e  une o r i e n t a t i o n  

métabolique p l u s  oxydative. E t ,  en e f f e t ,  l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques du cycle 

c i t r i q u e  augmentent ou demeurent t r è s  importantes e n t r e  l e s  7ème e t  9ème jours 

Ensuite ,  e l l e s  deviennent beaucoup p lus  f a i b l e s ,  t r adu i san t  a i n s i  l a  f i n  du 

développement : l e  mycélium dans s a  p a r t i e  gamétophytique e s t  sénescent.  Il en 

e s t  de même de l a  p a r t i e  sporophytique de l ' ascocarpe ,  puisque l e s  asques son t  

formées e t  contiennent  des  ascospores 21 l ' é t a t  de dormance. 

S i  l ' o n  compare l e s  t r o i s  types de c u l t u r e ,  on note une a c t i v i t é  mé- 

tabolique p lus  grande sous éclairement,  su r tou t  lorsque ce lu i -c i  s u b i t  un ryth-  

me nycthéméral. Dans ce cas  l a  s t imula t ion  s 'exerce  dès l e  début du développe- 

ment s u r  t o u t e s  l e s  enzymes é tudiées  e t  s ' avè re  part icul ièrement n e t t e  au 

7ème jour pour l'isocitrate-déshydrogénase, l a  fumarase e t  l ' i s o c i t r a t e - l y a s e .  

Ce t t e  a c t i v i t é  enzymatique p lus  in tense  s e  t rouve d ' a i l l e u r s  en accord avec 

l e s  masses importantes de matière sèche obtenues au 6ème jour,  exprimant une 

croissance p l u s  rapide que dans l e s  deux a u t r e s  condit ions c u l t u r a l e s .  On cons- 

t a t e  également, sous photopériode au  7ème jour,  une teneur assez f a i b l e  pour 

l'ensemble des  ac ides  organiques : l e s  synthèses t r è ç  a c t i v e s  empêchent l ' a c -  

cumulation des produi ts  du métabolisme intermédiaire.  Bien que généra le ,  l a  

s t imula t ion  métabolique précoce des c u l t u r e s  f e r t i l e s  e s t  o r i e n t é e  avant t o u t  



dans un sens oxydatif comme en témoignent les valeurs du rapport isocitrate- 

déshydrogénase/isocitrate-lyase ; celles-ci plus élevées dans les mycéliums 

très riches en périthèces que dans les deux autres types de cultures, mon- 

trent que l'équilibre fonctionnel entre les cycles citrique et glyoxylique 

est déplacé en faveur de la voie oxydative. 

Sous éclairement constant, les péritheces apparaissent un peu plus 

tardivement que sous photopériode et sont nettement moins nombreux. Cette fer- 

tilité moindre peut être reliée aux quantités plus faibles d'acide citrique 

observées aux 9ème et llème jours ; cela confirme ce que nous avions déjà cons- 

taté plus haut : la formation des périthèces s'accompagne d'une accumulation 

de cet acide. 

Par rapport aux cultures maintenues à l'obscurité la croissance est 

plus précoce et les activités enzymatiques sont, dans l'ensemble, plus élevées. 

Mais la stimulation du métabolisme est beaucoup moins importante que sous 

photopériode et apparaît plus tardivement : elle n'est vraiment nette qu'au 

9ème jour. Elle est surtout sensible pour l'isocitrate-lyase et la succino- 

déshydrogénase qui, au llème jour, atteignent des taux d'activité plus élevés 

dans ces mycéliums que dans les deux autres types de cultures. Les valeurs 

du rapport isocitrate-déshydrogénase/isocitrate-lyase demeurent faibles tout 

au long du développement et témoignent d'un équilibre fonctionnel entre les 

cycles citrique et glyoxylique moins favorable à la voie oxydative que dans le 

cas de rythme nycthéméral et même d'obscurité. C'est peut être la raison pour 

laquelle, en éclairement continu, la différenciation des périthèces reste peu 

importante, étant donné les corrélations étroites qui existent chez le Lepzob- 

p h a W  Xyphae (VIALA et VIDAL, 1972 ; VIALA, 1972) entre le métabolisme oxy- 
datif et la reproduction sexuée. Chez lui, comme chez le Newroapatca ctrahha 

(KOBR et al., 1967 ; OULEVEY-MATIKIAN et TURIAN, 1968) et l'hper~gi.th5 b%i.gUL 

(NG et al., 1973) un développement purement végétatif se caractérise par un 

métabolisme réducteur, sans qu'on puisse relier cet état à une orientation 

sexuelle quelconque. La stimulation du cycle citrique dans les mycéliums fer- 

tiles pourrait n'être que le reflet du phénomène de différenciation (TURIAN, 

1969 ; NG et ai., 1973). 

L'abondance de l'acide malonique au début du développement, parti- 

culièrement dans les mycéliums soumis à photopériode, est l'indice d'une 

synthèse active des lipides. Ensuite, sa diminution, plus importante dans les 



cultures à fructification intense, traduit leur mobilisation pour les nouvel- 

les synthèses qu'implique la formation des périthèces, ce qui se traduit sous 

le microscope par l'observation des mycéliums gamétophytiques perdant leurs 

globules lipidiques au profit des périthèces. 

En résumé, chez le Lep~obpha& Zyphae, si l'éclairement est un 

facteur d'induction indispensable à l'apparition des périthèces (VIALA, 1972 ; 

VIALA et VIDAL, 1972 ; VIDAL, 1971 ; VIDAL et VIALA, 1973), son action continue, 

au lieu de produire un effet cumulatif, devient néfaste à la fois au métabo- 

lisme oxydatif et à la reproduction sexuée. Celle-ci se produit lorsque le 

Champignon est soumis à un rythme nycthéméral, c'est à dire lorsqu'il rencontre 

les conditions les plus proches de la nature. 





CHAPITRE II 1 : IKFLUENCE DE LA DATE D'ECLAIREKENT 
SUR LA FRUCTIFICATION ET LE META- 
EOLISME DU LEPTOSPHAERIA TYPHAE, 

INTRODUCTION 

Le chapitre précédent a confirmé que la reproduction sexuée de notre 

Champignon s'accompagnait toujours d'une stimulation des voies oxydatives du 

métabolisme intermédiaire. Il nous a montré aussi qu'une durée d'éclairement 

trop prolongée inhibait à la fois ces deux phénomènes, presqu'au même titre 

que l'obscurité constante. Au cours de la recherche décrite ci-dessous, nous 

avons voulu préciser la durée d'éclairement nécessaire pour induire la fructi- 

fication du L e p A o h p h U u k  R y p h e .  Nous avons en même temps étudié l'effet que 

de courtes durées d'éclairement appliquées à différents temps de culture exer- 

cent sur son métabolisme intermédiaire. Nous avons donc essayé de séparer 

reproduction sexuée et stimulation du cycle citrique en jouant à la fois sur la 

date et la durée d'éclairement des cultures. 

Ce travail a été publié dans les "Annales des Sciences Naturelles", 

Botanique, 12ème séries, tome 14, fascicule 1, pages 53 à 69 (1973). Nous re 

produisons ci-dessous le texte intégral de cette publication. 



i ln r~u le s  d e s  Sc i ences  Sa ture l l e s ,  Botanique,  Par i s .  
1 2  Série, 1973, 'I'onie 14.  pp. 53-70. 

INFLUENCE DE LA DATE D'ÉCLAIREMENT 

SUR LA FRUCTIFICATION 
ET LE METABOLISME 

DU LEPTOSPHÆRIA TYPHÆ 
Par Gérard VIDAL et Guy VIALA 

Lftborriloire de  Crgptoyamie, Cniuersifë des Sciences et I'echniqiles de Lille, 
Groupe de .Nycologie fondamentale et appliquée de Lille, 

B. P .  36, F 59650 Villeneuve-d'Ascq, 
et Laboratoire de Physiologie végétale de ['Institut Catholique, 

C.E.A.R.R. de l'université Paul-Sabatier, 
3 1 ,  rue de ln Fonderie, 51068 Toizlouse Chdex. 

L)es cultures i n  v i t r o  du Leptospl i ter ia  t y p h a  sont soiiiiiises 
à un certain nonibre de photopériodes 12/12 durant leur crois- 
sance. Les témoins denieurent à i'obsciirité. Dans tous les cas, 

, la lumière stimule le métabolisme oxydatif et la reproduction 
sexuée. Mais l'effet quantitatif de l'éclaireriient dépend du 
nioment ou il est appliqué au cours de la croissance. L'action de 
la lumière est faible en début et en fin de développement. IAe 
champignon est plus sensible à I'énergie pliotonique aux envi- 
rons du 7' jour. Entre les 7' et 11' jours la fructification et la 
stiniiilation du métabolisme sont d'autant plus intenses que les 
photopériodes sont plus nombreuses. Au 11' jour et au-delà, la 
sensibilité do chanipignon à l'action spécifique de la luniière 
sur la reproduction sexuée s'affaiblit, bien que l'on constate 
toiijours une stiniulation nette du iiiétabolisine. 

SCMMARY 

Influence of the time of lighting on fructification 
and metabolisin af Leptosphaeria typhae. 

Cultures in vitro of L e p t o s p h z r i a  t y p h i e  are subniitted to a 
certain number of photoperiods 12/12 during a 13 days growtli. 
The control reniains in the dark. 
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In a11 cases, Iiglit stiiiiiiliitcs o~yd;itive iiietabolisiii anti sesual 
reprociiictiori. Eiit tlie quantitative elfect of liglit tiepcnds on 
tlie tiiiie of action in tlie corirsc of gro\vtli. Iiglit infliicnce is 
sliglit if :ipl)liecl eitlier at tlie I~egiiining, or at tlie encl of gro\vtli. 
Tlie fungus is iiiore sensitive to liglit energy nc:ir tlie 7th tlay. 

a ion Froiii 7th to 11 days, riiet:il>olisiii crilinnceiiient aiid fructifie t' 
arc Iiiglier if 12/12  pliotoperiods are iiiore niiiiierous. Xfter the 
1 ltli day, the furigiis sensitivity to specific action of liglit on 
sesu;il reprotliiction (lecreases, altlioiigli tlie iiietabolisiii is 
strorigly stiriiulated. 

INTRODUCTION 

I'arnii les pli6iio1iièiics iiiorl)liogéiiéti(liies qrii c:iracti.riserit In (iiB6- 
~.eiicintion fongique, la reprodiiction sesii6e rioiis parait  le plils iiiiportaiit 
en raison dti r6le esseritiel qii'clle joiie d:iiis la vie clcs or~riiiisriies (TL'I~I.\x. 
1976). 

Poiir I'étiide de la friictific:itioii sesiii.e, le cliois (1ii L e l ~ t o s p h ~ r ~ r i u  
t y p h ~ r  (Ailers.) Jiarslen (Ascoiiiycéte, ordre des 131cosl)orales) piirait par- 
tic~ilièrciiieiit propice. L'ril>tiliide d e  ce cli:i~iipigiioii ti foriiier des pi.ritlii.ces 
en iiiilieii lic~iiide et à ne tliffi.rcncier :iiicurie forriie de iiiiilliplic:iliori v é ~ 6 -  
tativc est assez rare cllez les Ascoiiiycétes. De pliis, sriice il l'action de la 
Iiiriiière, rioiis pouvons contrôler la !'riictific:ition cie ce iiiicroorg:iiiisiiie 
(LACOSTE, l')(;s). Soiiiiiises h Lin écI:iirciiieiit coiivcnable, les cilitrlrcs 
deviennent fertiles, tandis cjrie ~)i:icées ù I'«bsc~iriti. elles deri-ieurcrit slériles. 
Soiis avons entrepris une i.liide pliysiologiqiie d u  di.vclop~)eincnt dii I,eptos- 
ph;rria typ11:c et nioiitré, :iii cotirs dii iiii.t:ibolisnic i:iteiriii.(iiaire, I'esisterice 
(le trois voies pri.pondi.rniites : cycle citriqtic, cycle glyosylicjiie et fornintiori 
d'acide lactiqiie. L'i.qiiilil,re entre  ces trois systéiiics est orieril6 d:ins le 
sens osutlatif polir le iiiycéliiirii fertile (photo-iiitliiit), alors que !es voies 
ri.drictrices preiinent pliis tl'iiiiporlance (1:iiis les ciiltiires in:iiritciiiies h 
I'ohscuriti. et donc s!ériles (iTr.ii.,i, l!)tj!), 1972, Vr.ir,,i et  ul., l!)fiS, I9(i!)). La 
siiniulatiori de lu voie glyosglit~ue par I'ioii acbtale iiiliil)c ln re1)rotliictioii 
scsiiée. Inverseriicnt, iirie stiiiiiilation titi iiii.t:iboIisi::e osyd:itif, obteiiiie 
cri facilit:int le cont:ict tlii iiiyci.iiiilii avec I'iiir, niigriicrite le iioriibrc de 
p6ritliCces et rciid leur clifTércnciatioii ~) l i is  pri.coc-e. ;\I:iis, ( l ins  fiiiciiii cas, 
iioiis n'avons oblciiit de  ~)Crithèces i i'ohsciiriti. : la IiiiiiiCrc t l e~ i ic i i r~ ,  dans  
nos condition4 exl)ériiiieritulcs, le f:ic.tciir d'indiiction iiitlis~>cns:il)lc ii 1:i 
rcprodiiclion scxiiée (Vr,\r..\ et YII)AJ., l!)72). 

A1xi.s avoir coniparé les cultiires cie I.eptospli:r~~~icl t!ypli;tx, r6;ilisées 
d'une part ii I'ol>sciiritc'! c i  (I'aiitrc part à 1:i Iriiiiiérc sriivüril i i i i  ryllinie 
nyctlii.iiii.r:il 12/13, noiis iioiis ~) ro l )oso~is  (l'i.iii(iic.r I'iii!liicncc. siir lc dCvc- 
1op1)cnierit titi cli:inil)ignoii, tl'iine oii ~)I:isietirs pliotc,~)i.riotlcs (le 12 Iieiires 
irilcr\~en:iiit ii divers iiioiiicnts (le 1:i croiss:iiice. 



Les cuBures. 

Le champignon, isolé et décrit par LACOSTE (1965), est cultivé a 18 "C dans des boites 
de Roux d'un litre contenant 100 m l  d'une décoction d'avoine a 20 g/l. 

Les cultures diffèrent entre elles par le nombre de photopériodes et le moment où 
celles-ci interviennent. Chaque photopériode correspond à 11 heures de lumière pour 
12 heures d'obsciirit&, l'éclairement, fourni par des tubes fluorescents e blanc brillant de 

O 5 10 Tempsljl 
, f i " ' l l i l . l l i -  

7 

1 

2 

3-=- 

4-9 

5- = m 
6 = = m m  
7.---mm= 

8 1 m - m = = - - = = - - - =  

1 12 heures d'obscurité 

O 12 heures d'éclairement 

Fiü. 1. - Différents types de cultures réalisées. 

luxe », est de 3 000 ergs/~m-:/sec-~. Sous avons résumé dans la  figure 1 les quatre types 
de cultures : 

1 : cultures réalisées constamment a l'obscurité; 
2-3-4 : cultures placées d'abord a l'obscurité, puis solimises a l'influence d'i1.i~. ou 

deux pliotopériodes, et enfin replacées à l'obscurité; 
5-6-7 : cultures commençant leur développement à l'obscuriti et le poursuivant 

ensuite sous l'action d'un rythme nycthéméral 12/12; 
8 : enfin des cultures soumises régulièrement et dès le premier jour i~ un rythme 

nycthéméral 12/12. 

Dosages enzymatiques. 

Techniques. 

Les mesures sont effectuées à ia température du laboratoire (20" C envi- 
ron), a l'aide d'un spectrophotomètre Unicam SP 800 B. Xous avons dosé 
I'isocitratase selon Ia technique de DIXON et KORNBERG (1959) adaptée par 
TOKCVAGA et al. il969) en suivant l'apparition de la glyoxylate pliénylhy- 
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dr:iï,oiic h 324 r i i i i  cl I ' i s o ~ ~ i l r n l c - ~ l C ~ 1 i y ~ l r o ~ ~ n : i s c  cii iiot:iiit I:i r(.cliictio~i tlii 
SADI' cn SADIJH-1-1 t ii : l l O  niii ( l ' o~us ,~c ;a  ct  nl., 1909). Soiis ii':ivoiis Ilas 
Sait (le dos:igc de  1'isocitr:itc-tli.sliytlrogCii:ise SAD-di.pe~i<i:iiilc. I'cstrC~iic 
1:il)ililC (le cette ciizgiiic iic iioiis pcriiietl:iiil 1):is d'obtenir drs  ri.siilt:its 
jiables. 

Enfin, noiis avons iililisé 1:i ii~CtJiotlc dc ELI,S (I!);j!)), :id:i1>li.c y:ir l'oi;r- 
s.i<;a e t  nl.  ( 1  '365)) poiir Ir (ios:ige de la siicciiio-tléaliytlrogéri:~sc. Ori iiiesiirc 
Q ( iOO r i i i i  la (1écolor:itioii dii 2,G-dicliloro~~hC11ol-i1i~lo~~Iii.iol par I'liydrogène 
1ibCr.é di1 siicciri:itc en 1)riscnce dé l)liCiiazine nii.tliosiilfatc. 

Unités. 

Siii\~aiit les coiiveiitions iiiterritlioriales iioiis avons défini iiiie iiiiite 
d'eiizynic d';iprés la (11i:iiitité de iiiütiiare protEiqiie n4cess:iire poiir 1r:insfor- 
nier iine iiiirroriiole de s i i l~st ïat  en iirie i~iiiiiite. 

Extraits acellulaires. 

Le iiigcCliiiiii, reciicilli par ceiitriSiig:itioii piiis lavC (laiis le taiiil>oii Tris- 
HCI 0,2 A i  pH 7,8 est inis eii siispcnsiori d:iris le xiiCiiie t:iinpon contenant 
de I'ED'I'A-11;; i 1:i corireritratiori de 10-5 A I .  11 subit ensiiite lin I~royage 
h l'Ultra-'riirr:ix A 0" C diirant 1 riiiiiiitc. Le broytt est centrifügé i 3 000 2 
ét A O" C pendaiil 20 iiiiriiites. Le siiriiageant, coiisersé dans la glace, cons- 
titiie l'extrait acellii1:iire. 

Protéines. - 
1,es proli.ines soiit ~)irrifiées pur prbcipitatiori aii siilfwte d'niiiiiioliiii~ii, 

ce qui  pcrniet iiotaiiiiiicnt I'Pliniination des coiiil)osés 1)1iEnoli(liies, piiis 
tlosées selon I:i iirétlicide de I,on.r<~ et :il. (1951) avcc la s6rrirn-ülhiiiiiii~e de 
1)eiif (Sigiiin) poiir Ctalon. 

Dosuges des acides orgciniqrres. 

Noiis avoris dosé les acides orgarii(~ires niycéliens selon la riiéthode 
aiitoii~aticliie de C.~RLI:S et al. (1967), C.\RI.ES (1968) et CARLES et ABRAV.ISEL 
(1971). Le iiiycéliiini utilise avait été reciieilli par ceritrifiig:itiori, lavé, fixé 
à i'üzote li(~iiic1e et lyopliilisé. Les dosages soiit espriiiiés en riiicro-éqiii- 
valents poiir 100 iiig de iii:~titre sixlie. I'oiir des siibstances qiii. coniriit les 
acides orgttrii<~iies, n'csislciit qii'eii soliitioii, Iü ri.fi.rcrice :III poids sec peiit 
paraître aiioriiiale, niais i l  est difficile de 1)reciscr 1;i tcrieirr en e:iil di1 
inyeéliiiiii. 



Al~rEs cslr:ictioii, les ticides :iiiiiriCs ont i.té dosCs I'aidc (I'iiii :ip1):ircil 
l'ccliiiict~ii, sclori 1 3  iiii'Lliode de C.\iir.i:s et Ai~i~,\vr\si.r. (1! )7O) .  

La croiss:iiice des diverses ciilliircs, iiiesiirée par I:i v:lri;ltioii (lit poids 
de iiiatièrc sEclic, ne 1)rCsciiLe l)as (lc difl'6rences sigiiificiilivcs el I'oii petit 
considérer qiic tolites i.\?oliicrit tfc la iiii.riie f:i$oii cliie les Léiiioiiis i.cl:iirés 
ciès Ic preiiiier joiir (lig. 9 ) .  

I 
1 '" 

- 
I 

OL---L . ' rn i a ' L 

5 10 15 
Temps l j l 

I?ic;. 2. - Evolutioii dit poids de iiintiére skche d'une culture 
en  fonctioii du temps. 

Type de culturr - 
1 2 3 1 5 6 7 8 

Richesse en piritfiéces . .. . . . . . O 

Par contre, on note dc grandes din'éreiices dans la friictificatioii 
(tabieaii 1). Les preriiiers perithèces apparaissent des le 8' joiir dans les 
cultiires-tfiiioins (8). A I'obsciirité, aiiciine fructific:itioii rie se foriiie ail 
coiirs dii d6velol>peiiiciit (1); si ces ciiltiires sont soiiiiiises il (les pli<tlo- 
pi.riodes a1)i.E~ ~ ~ i ~ e l ~ ~ u e s j o u r s  de croissance, des 1)Crithéres se difTCrericieiit 
24 à 48 liciires apr6s le prciiiictr éclriireiiierit ( 2 )  (3) (4, (.7) 16) (7). Vii f:~il)lc 
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nombre de périodes lumineuses, une ou deux, recues pendant la phase de 
croissance, suffit pour induire la reproduction, mais le nombre de périthéces 
formés varie suivant le moment d'application et demelire toujours faible. 
D'une facon générale, ils sont d'autant plus abondants que les photopériodes 
sont plus nonihre~ises et appliqiiées plus précocement. Le champignon 
soumis à deux photopériodes en fin de croissance, c'est-à-dire au 11" jour, 
reste pratiquement stérile. 

11. - Les activités enzymatiques. 

L'activité de I'isocitrate-déshydrogénase est toujours plus grande dans 
les cultures recevant un éclairenient que dans celles maintenues constain- 

I'SOCITRATE DESHYDROGENASE 

7 9 11 13 
Temps Ij) 

8 - obscuriti constante 

* - - O  cultures dclairies 

b 
O n7Pf%? 

n 12 heures de iurniére 

Fio. 3. 



iiic~ril a 1'ol)sciirilC (fig. 3 ) .  1):ins Ic c:i\ dcs ciiltiircs p1:ici.e~ ii I'ol~sc.iirilC 
iii:iis soiiiiiisci, :ILI coiirs tic Iciir tlCvclo~)l)ciiicnt, :'i iiric oii ~)liisiciirs plioto- 
période.;, on const:itc clu'iiiie sciilc pliotoj)i.rio(lc :ipl)licliiCc :III 7" joiri siiffil 
h stii:iiilcr. I':iclivit6 de I'ixocitr:ltc-tii.sIiydro~i.n:isc. Uric tleiisii~iiie plio1opL.- 
riodc ait 8" joiir :iii~iiiciilc cl ~)i'oloiigc, clans le teiiips, cette :ic!ivité. 

FUMARATE- HYDRATASE 

7 9 11 13 
Temps 11) 

- obscurité constante 

O- - a cultures éclairdes 

fi 12 heures de lumiàre 

FIG. 4. 

Cependant, poiir les ciiltiires qiii a1'ri.s 6cluirenient sont h iioiivcau portées 
A 1901>sciirité, l'activité de I'isocitrate-dCsliydrogi.nase reste to i i jo i i~ .~  inf6- 
riciire A celle des citltiires qiii. éc1airi.e~ ail inème stade de déveIopl>criieiit, 
dcrileiireiit erisuite soiiiiiiscs h i i i i  1-ytliine nyctlii.iiii.ra1. 

Eri dCfinitive, l'activité de l'isocitr:tte-dPshydrog611:ise cst (l'autant pliis @a grande q i ~ e  les p1iotopi.riodc.s sont prL.coccs et nonibretiscs. Etant Ùoiiiii; cjiie 



la Iiiniière ne modifie pas de facon significative l'activité isocitratasicliie, il 
en résulte qiie le rapport : activité de I'isocitrate-déshydrogénase/activité 
isocitratasique, augmente d'autant pliis que les photopériodes sont plus 
nonibreuses. 

SUCCINO- DESHYDROGENASE 

OL- 0- 
7 9 11 13 7 9 11 13 

Temps I jl 

4 
0.01s F 5 

c-. oincuritl constante 

0.005 --a cultures 8clairées 

II 12 heures de lumière 
7 a n 1 3  

L'activité de la fumarate-hydratase et surtout celle de la succino- 
déshydrogbnase évoluent généralement dans le n ~ S n ~ e  sens qiie celiii qiie 
nous venons de décrire avec l'isocitrate-déshydrogénase, ;i savoir une stiniu- 
lation trés nette soiis l'action des photopériodes particiilièrenient sensible 
ponr la siiccino-déshydrogénase (fig. 4 et 5 ) .  
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III. - Les acides organiques du mycélium 
(fig. 6 ,  7,8, 9 et 10). 

Les acides organiques, considérés dans leur ensemble, deviennent toii- 
jours abondants dès qu'on soumet le mycélium à une ou plusieurs photo- 
périodes. 

ACIDES ORGANIQUES TOTAUX 

oL,-n- 
7 9 11 13 

Temps ( j  

f 4 

- obscurité constante 

I \ D--* cu~tures éciairées 

n 12 heures de lumière 
7 9 11 13 

Ainsi, au 13" jour, dans les cultures maintenues constamment a l'obscu- 
rité, les teneurs, pour 100 mg de mycélium, sont de 3 pmoles tandis que 
dans tous les autres cas elles sont au moins égales à 6 ymoles. Ces diffé- 
rences se retrouvent avec chacun des quatre principaux acides organiques : 
acides lactique, succinique, malique et citrique. Signalons la présence, en 
faibles quantités, des acides fumarique, malonique, glycolique et glycérique. 

ASN. SCI. NATÇRELLES, BOT., 12' S., 1973, T. 14. 5 



ACIDE LACTIQUE 

P, 
\ 2 3 

. .  
7 9 11 13 - , 

7 9 11 13 - 
Temps j )  

- obscurité constante 

*--a cultures éclairees 

12 heures de lumière 

IV. - Les clcides anlittés libres du rnycélium 
(tablcaii II). 

T A ~ L E A U  11. - TES EU^ D U  JITCELIUSI EN ACIDES AJIISÉS LIBRES 

E X P I ~ I ~ I É E  E S  JIICROSIOLES POUR 100 SIG DE JIATIÈIIE SECHE 

Type de culture 

1 2 3 4 5 6 7 S 
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ACIDE SUCCINIQUE 

oL--fl-- 
7 s n i 3  

Temps 11) 

Lorsque le champignon est éclairé dès le premier jour, l'ensemble des 
acides aminés libres est plus abondant que dans le mycélium développé à 
I'obscurité, excepté au 13" jour. Bien que nous ayons dosé individuellement 
tous les acides aminés libres, nous examinerons siirtout les variations qui 
nous paraissent les plus significatives, à savoir celles des acides aminés 
basiques et celles de l'acide y-amino-butyrique. 

Quelles que soient les conditions culturales, la proportion des acides 
aminés basiques diminue considérablement entre le 7" et le 13" jour : de 16 à 
4 % pour l'arginine, de 8 à 4 % pour la lysine, de 4 a 0,5 % pour l'orni- 
thine et de 3 A 1,5 % pour l'histidine, soit ail total de 31 à 10 %. Toutefois, 
sniis l'action de la lumière, les teneurs restent toujoiirs plus grandes. 



Le tableau 15 complète les informations contenues dans l'article 

que nous citons. Il permet de mieux préciser le raisonnement relatif à la syn- 

thèse des acides aminés. 

Tableau 1 5  : E v o l u t i o n  des a c i d e s  aminés l e s  p l u s  i m p o r t a n t s  
(pourcentage du t o t a l ] .  

7 ème 

9ème 

Il ème 

13ème 

7ème 

9 &me 

1 1 grne 

13ème 

7 ème 

9èrne 

1 1 ème 

13ème 

7ème 

9ème 

1 1 èrne 

13èrne 

a- ALANINE  

1 
- - - - - - - 

22,6 

22,8 

21,5 

21,9 

2 
- - - - - - - 

22,6 

20,7 

22 

21,2 

3 
- - - - - - - 

22,6 

23,2 

22,l  

24 

AC IDE  Y-AMINO-BUTYRIQUE 

14,4 

16 , l  

18.9 

21,s 

7 
. - - - - - - -. 

22,6 

23,2 

21,7 

24,4 

6 
- - - - - - - - 

22,6 

22,8 

25,4 

24,4 

4 
- - - - - - - 

22,6 

22,8 

25,4 

23,3 

8 
- - - - - - - 

18,4 

22,4 

22,4 

21,9 

5 - - - - - - - 
22,6 

22,8 

21,5 

24,8 

A C I D E  GLUTAMIQUE 

14,4 

15,3 

15.3 

16,7 

14,4 

15,4 

15,4 

17,2 

14,6 

15,7 

15,4 

17,7 

14,4 

15,3 

17,9 

13,4 

14,4 

16 , l  

13,7 

14,7 

14,4 

16, l  

18,9 

16,6 

4,4 

3,8 

6,6 

9 ,8 

4,4 

3,8 

4,7 

8,5 

4,4 

4 , 7 

6,6 

6,9 

14,4 

16 , l  

18,9 

17.7 

3,2 

4,1 

4,3 

9,5 

ACIDES AMINES BASIQUES 

30,5 

24,5 

14,9 

9,5 

4,4 

4,5 

9,4 

8,8 

4,4 

4,7 

9,5 

8,9 

4,4 

3,8 

6,6 

7,9 

4,4 

3,8 

4,7 

6,1 

30,5 

21, l  

20,2 

11,6 

30,5 

21,l 

16,3 

1 2 , l  

36,9 

28,l 

17,2 

17,2 

30,5 

21,l  

12,3 

16,9 

30,5 

21,l  

15,6 

13,O 

30,5 

21,l  

14,9 

12,3 

30,5 

21, l  

15,6 

14,4 



GÉRARD VIDAL ET GUY VIALA 

ACIDE CITRIQUE 

.u 
7 9 11 13 

Temps 1 1 )  

- obscurité constante 

-4 cultures éclairées 

0 12 heures de iumtère 

Lorsc~iie les cultures sont réalisées à l'obscurité, la proportion de l'acide 
y-aniino-bulyrique, par rapport à l'eiiseiiihle des acides, croit régulièreiilent 
du 7' au 13' jour, et passe de 14,5 % à 21,5 %. Avec seiilcment une 011 cieux 
photopériodes, la proporlion n'atteint que 17 à 18 %; enfin, à iin rytliriie 
nyctliéméral 12/12 elle se stabilise aux eiivirons de 15 76. Donc l'importance 
de l'acide y-ainl~io-butyrir~iie di~iiiniic d'autant plus que les cultiires sont 
éclairEcs et fertiles, variant en sens inverse de celle des acides aminés 
basiques. 



2 3 

. 

7 9 11 13 
Temps ( j 1 

I a - oôob.ritL constante 

,-, cultures 6eleir6ea 

11 12 heures de iumik. 

DISCUSSION 

Synthèse des acides aminés. 

Aux 7", 9" et 11' jours, les acides aminés libres du mycélium sont p l~ i s  
abondants dans les cultures éclairées dès le début de la croissance que dans 
celles maintenues à l'obscurité. Cette observation est en accord avec nos 
résultats antérieurs (VIALA, 1969), qui ont montré que la lumière stimulait 
la synthèse des acides aminés. Cependant, il semblerait que ce ne soit plus 
le cas après 13 jours de culture, étant donné que les valeurs deviennent alors 
plus grandes à l'obscurité. En fait, nous savons que cette baisse de concen- 
tration en fin de développement est à rapprocher des besoins de la fructifi- 



c:i:ion ( l ' r ~ t ~ ,  1979) et, par coiisCc!ucril, ii'cst pas iiicoiii~):itililc avec riolrc 
inlerprdlalioii. 

L'irifliiciicc d'Ccl:iirciiicril, iiilc~rvciiaiit :i~)rCs le 6" joiir, se trncliiil rurc- 
iiieiit 1):ir une augiiicn1:ilioii de lu Lciicur cii ücitlcs aiiiiriCs. Celti rie signifie 
1)"s pour aiit:iiit 1':il)seiicc tlc sliiiiulatioii; rii ciTtt, il lie f:iiit p:is oii1)lirr 
que  1':iccuiiiiilatioii des acides aiiiinCs l i l~res titi i~ijci'liiiiii corresl)oii(i ü 1111 

bilaii rbsiiltniit tlcs c1iiarilitCs syiilliCtisCcs et dcs c1iiaiilitCs iililisCcs. Or si 
la 1iiiiiiCre stiniiilc la sgiilliésc des :icidcs :iiiiiiiCs, clle dCclenciic C~:ilciiiciit 
ln friictiBc:itioii et par consbt~iicrit crCc des I>csoins noiivc:iiis. irI:ilsrC I:i 

foriii:rtio~i soiir.cilt iiiil~ort;iritc de  ~>i'rillii.ccs, le stocli tlcs acitles ariiiribs 
l i l~res  deiiieiirc 1):irfois siipdrieiir ii celiii des ciilliires stCrilcs ct rie clevicbiit 
infëricur (pie d:iiis certains cas poiir lescliicls, d'nillciirs, la (IifTdreiice n'est 
jainais trés ;rr:iridc : nioiiis de 10 %. 

Eiifiii, iit)iis avoiis toiijoiirs constatd (111':iu fur et 3 niesiire de la crois- 
sance des ciiltiires (iii Leptosph:i:riu f y p h ; ~ ,  1'iinl)ortance tics :icitIes aiiiiiiés 
1):isit~ue~diiiiiiiii:iit alors qiic ccllc (le l'acide y-:iiiiiiio-l)iityri(1~ie aiigiiic1it:iit. 
Poiir ce dernier acide, cette Cvolutiori se coiiyoit aisCiilcrit piiiscliie cliez Ir 
I,cptosptin~ria typ11;c il pcut Clic considCré coiiiiiie iiiie foriiie de réscrve 
(VIAIA, 1972). II noiis parait sigilificalif de soiiligncr clii'en 1)rbseiice de 
pliotopCriodcs, I'iiiiportance des acides nriiiiiCs b:isic1iies denierire toiijours 
pliis grande (1"'" l'obsciirité, e t  celle de I'ticide y-:inlino-l)utgri(~iie, aii con- 
traire, toiijoiirs l~ l i i s  faible. Ceci siiggcre iiiie stiiiiiilalion, par la luiiiiérc, 
tlc l'activité inCt:il)oli(~ue et prohnbleiiiciit aiissi iine prolongation tle cette 
activité. 

Les acides orgaztiqrces et le inétabolisme oxyrlatif. 

La  stirniilatioii tic l'activité iiiftabolii1iie p:ir 1:i liiiilière se constatc niissi 
pour les acides org:irii(1iics. En efTet, lotit stiiiiiiliis liiniiiieiis provotiiie iine 
acciiiiiiilatioii de ces corps. C'ne oii dciis pliotopbriodes siiflisent poiir pro- 
voquer une aiigniciitatioii trés ilclle; ce~)eiid:iiit, si elles lie sont pas siiivies 
de iioiiveaus éclaireiiieiits, la dilTërence tend, ptir la siiite, h s':itti.iiiier. Cette 
ahoridance accrric d'acides orgniiic~iics LCiiioigiie de synthCses plits actives, 
devenant Iargeinent escEderitaircs par rapport niis besoins. t:i s~-ritlic'se de 
1':icide citric[iie est 1)articiiliéreiiieiit stiiilulée; mais ce phénoniéne se 
retroiive égalenicilt avec les acides nialitliie, siiccinique et niêiire avec 
l'acide lactic~ue. 

En cc qiii coiicerne ce dernier acide, il convient de  faire pliisieiirs 
observations. Dans le iiiycéliiiiii <claire des le preiilier joiir, l'acide l:ictic~iie 
est un peu pliis abondant cliie dans  les cullurcs réalisées à I'obsciiritê, rilais 
la proportion de  cet acide par  rapport h l'ciisciiible y est toiijoiirs pliis 
fa i l~ lc  : par esciiiple, 36 clo ail lieii de 50 na  7' jour. Cettc diffCrencc ~riCriic 
d9Ctrc soiilignGe car  elle sigiiifie qu'en prcsciice de Iiiniikrc, la forrii:itioii 
d'acide Iactic~ue devient pliysiologi<lueiiient nioiiis iiiiport:inte qii'1i l9obscii- 
rite. Poiir les ciilturcs ne rcccvaiit dc l'fclnirciiient i1ii':il)rCs le 7' joiir, ct  



quel que soit le nombre de pliotopériodes, les teneurs en acide lactique sont, 
au 13' jour, bien supérieures à celles des ciiltiires éclairées dès le premier 
jour. Par rapport à celles-ci, le champignon qiii recoit un  éclairement tardif 
doit, pour assurer son développement, former davantage d'acide lactique. 
Il est probable que de cette facon il compense une insuffisance de régéné- 
ration du NADH, au niveau de la cliaine respiratoire. 

Ceci nous amène à considérer l'aspect oxydatif du métabolisme à partir 
des résiiltats des dosages enzymatiques. L'activité de I'isocitrate-déshydro- 
génase est, nous l'avons vil, d'alitant pliis stimulée que les photopériodes 
sont précoces et abondantes; par contre, on n'observe aucune influence de 
la lumiére sur l'activité isocitratasiqiie. Etant donné que l'isocitrate-déshy- 
drogénase est l'enzyme clé de la voie citriqiie, et l'isocitratase celle de la voie 
glyoxylique, il résulte de ces observations un net déplacement de l'équilibre 
fonctionnel du métabolisme en faveur de la voie oxydative qu'est le cycle 
citrique. Plaide également dans le même sens le fait que pliis les photopé- 
riodes sont ~iombreiises, plus grandes sont les activités de la filmarate- 
hydratase et surtout celles de la succino-déshydrogénase. 

Donc l'acciim~ilation des acides organiques et les résultats des dosages 
enzymatiques s'accordent pour témoigner d'une stimiilation de l'activité 
métaboliq~ie par Ia lumière. Simultanément, les photopériodes décleiichent 
la reproduction sexuée et la rendent d'autant plus abondante qu'elles sont 
plus nombreuses. Aussi il est particulièrement significatif de pouvoir établir 
une corrélation entre la multiplication du nombre de périthèces et la 
stimiilation de l'activité métabolique, notaniment celle de type oxydatif. 

lmportance de la date de Péclairement. 

Deux conditions d'éclairement nous semblent présenter un intérét par- 
ticillier; il s'agit, d'iine part, des cultures soumises à un rythme nycthéméral 
a partir du 7" jour (7 )  et, d'autre part, des cultures éclairées uniquement 
en fin de croissance, c'est-à-dire au 11' jour (5). 

Il parait très important de constater que le fait que le rythme nycthé- 
méral intervienne dés le premier jour, ou seulement à partir du 7', ne modifie 
pas l'abondance des périthéces au 13" jour (tableau 1). Dans le cas d'éclai- 
rement au 7" jour, la formation des périthéces déclenchée plus tardivement 
demeure très intense, jusqii'au 13' jour; par contre, dans les cultures 
témoins la fructification, commencée plus tôt, se stabilise et l'activité méta- 
bolique se ralentit comme semble l'indiquer la baisse de l'ensemble des 
acides organiques et des acides aminés libres. 

Un éclairement tardif : 11" jour, provoque une forte accumulation de 
tous les acides organiques et une légère stimulation de l'activité enzyma- 
tique : en particulier de la succino-déshydrogénase et de la fumarate-hydra- 
tase. Malgré cela, le champignon n'a, au 13" jour, différencié aucun périthéce. 

Il nous apparait donc qu'en fin de croissance la sensibilité di1 cham- 



pigiioii h l'action spi.cifique dc ln IiiriiiCrc siir 1:i rcprocliictioii sesiii.e soit 
n8ai:)lic; le iiii.t:ibolisme est toiijoiirs stiiiiiilé, iiiais l'activité sexiielle qiii 
cri r6stiltc est prrilic~iicincnt niillc. De iii2nic, les t.cl:iireineiits siibis en d6hiil 
de ciiltiire ne seiiil)lciit 1)as trks cflic:ices. Par contre, entre les 7' et 11" joiirs, 
les photopbriocles ont iin effet cuiiiiilatif : pliis elles sont précoccs et 
nombrciises, pliis le iiiétaholisiiic oxydatif et In reprodiiction sertite sont 
stiriiiil6s. alors qiie ces effets s'ntti.niieiit si, aprbs iirie oii dciis pli:ises Iiiiiii- 
nerises, le chariipigiioii es1 replace li l'obsciirité. 

Coniiiie pour le Sectria gulligen« (D~.:HoRTEI\, 1072).  il existe cliez le 
Leplosph:rria t g p h . ~  un stade de dévcloppcriient oii le cliaiiipignori est par- 
ticiilièrcnient sensible h l'uctiori de la liiiiiiérc. A la suite de c~ preriiiers 
r<siiltats, qile noiis iious proposoiis de 1)réciser iillbriciireiiieiit, i l  cst possible . 

tic sitiier ailx environs clii Te jour la période de seiisiljilité riinxiniale. 

CONCLUSION 

Kos travails anti.ricurs ont niontré l'existence de corrélalioiis étroites 
lianl la reprodiiclioii sexuée h l'action de la Iiiiiiiitrc et ail iii4tabolisiiie inter- 
médiaire de type osydatif. Cette rioiiveile espéririientation coiifiriiie et coiii- 
pléte les obscrvatioiis précedentes. Eii effet; par iin apport cnnlr6lé de 
Iiiiiii~re tout au long de la croissance, nous parvenons à 11iodificr le rapport 
isocitrntc-dbshydrogCnase/isocitratase et, par 15 menie, a niodifirr l'iiitensité 
de la friictificntion. 

Le fait essentiel qiie nous avons yii constater est une variation de la 
sensibilité dii cliariipignon à l'bnergie liimineuse au coiirs de sa croissance. 
L'action de la 1iiniii.r~ es1 niasirliale - aux environs du 7' joui.; un selil 
stiniiilus liiniincux siiffit alors à induire la reproduction sesiiée. Cependant, 
si l'on veut ri~airitciiir l'intense :ictivitE iiii.tabolic~iie et la prodiiction de 
périlhbces, il est iiéccssaire d'bclaircr à noiive:iii le chanipignon. En effet, 
d u  7' ail 11' jour, la réponse dii clinnipignon est d'autant l)liis iiiiportante 
qiie le nombre de pliotopbriodes est pliis élevé. Il seiiible qiie la reproduction 
sexuée dépende étroiteiiicrit d'iiii factciir spéciliqiie synthétisé soiis l'action 
de la liiiiiiére et  iiidf1)eiidaiit de l'excitation inétnholic~iie c~ii'indiiit le flash 
liimineux, facteur qiie le champignon ne serait pliis capable de synthbtiser 
au  11' jour et plus tard. 
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 néi il in ire cliez le I.eptospliariu fyplire. Pli!lsiol. Viy. ,  10, 181-191. 

En 1980, DEHORTER et LACOSTE ont étudié, d'une manière approfondie, 

l'effet de la lumière sur la différenciation des périthèces du N e w  g&- 

g e w .  En particulier, ils ont pu constater que l'éclairement en début de cul- 

ture (de O à 6 jours) était inutile pour l'obtention des périthèces. Une seule 

période de lumière, appliquée au moment favorable (7ème ou 8ème jour) suffit 

pour induire une importante fructification, mais on n'atteint un maximum d'effi- 

cacité qulen multipliant le nombre des photopériodes. Le N e & ~ h  g&gena 

réagit donc de manière très voisine du Leptonphauia Zyphae. 





CONCLUS IOK PRElvlI ERE PARTIE 

1,'ensemble des résultats des trois chapitres de la première partie 

de notre Thèse nous permet d'aboutir 3 un certain nombre de conclusions : 

1) on constate une corrélation constante entre la fructification sexuée et 

une stimulation des activités oxydatives du cycle citrique ; 

2 )  l'éclairement est indispensable à la reproduction sexuée du LepRoaphaaiu 

kyphae dans nos conditions de culture : les cultures maintenues à l'obscurité 

demeurent stériles même si on favorise l'activité du métabolisme oxydatif ; 

3) l'éclairement ne suffit pas à lui seul à assurer l'induction de la fructifi- 

cation : le Champignon doit se trouver dans des conditions de milieu équili- 

bré pour avoir un bon développement. L'acétate, en déréprimant le cycle glyo- 

xylique, bloque la différenciation ; 

4) un éclairement rythmé tout au long de la culture est inutile. On peut mainte- 

nir le Champignon à l'obscurité durant les 6 premiers jours de croissance ; 

si, à partir du 7ème jour, il reçoit une dose de lumière suffisante, sa re- 

production sexuée sera aussi active et son métabolisme intermédiaire aussi 

nettement orienté dans le sens oxydatif. 

De même, dans les cultures âgées maintenues à l'obscurité, la lumière 

appliquée le llème jour stimule encore le cycle citrique mais les périthèces 

ne se forment plus. 



L'éclairement continu dans l e  nycthémère e s t  n u i s i b l e  à l a  f r u c t i f i -  

ca t ion  e t  inhibe l ' a c t i v i t é  du cycle  c i t r i q u e ,  l e  cycle  glyoxylique compensant 

ce ralentissement. Peut  ê t r e  l e  Champignon a - t - i l  besoin d'une "phase obscure" 

pour d i f fé renc ie r  ses ascocarpes, dont l ' i n i t i a t i o n  s e r a i t  sous l a  dépendance 

exclusive de l a  lumière, comme chez l e  kCctrr/icr gdt . . igCm (DEHORTER, 1980). 

5) l e  L e p ; t o s p h a m k  X y p h a e  passe par  une période de s e n s i b i l i t é  maximale â l a  

lumière ; c e t t e  phase s e  s i t u e  aux a lentours  du 7ème jour de c u l t u r e  c 'es t -à-  

d i r e  au moment où justement appara issent  l e s  premiers pé r i thèces  dans nos con- 

d i t i o n s  expérimentales. I l  ne nous e s t  pas  poss ib le  d 'expl iquer  ce phénomène ; 

il ne peut  en p a r t i c u l i e r  ê t r e  r e l i é  à une phase quelconque du processus de 

d i f fé renc ia t ion  des ascocarpes, q u i  e s t  extrêmement rapide  chez not re  Champi- 

gnon (moins de 48 h e u r e s ) ,  contrairement à ce qui  s e  passe  chez l e  Neca3.h 
gU&%gCm (DESORTER, 1972). Nous pouvons supposer qu- c e t t e  s e n s i b i l i t é  e s t  

p l u t ô t  en rapport avec l e  s tade  de développement v é g é t a t i f  du mycélium, q u i  se  

trouve a l o r s  dans s a  phase de croissance l a  p lus  r ap ide ,  l a  proport ion d'hyphes 

jeunes en p le ine  a c t i v i t é  physiologique a t t e ignan t  son maximum. Une p a r t i e  de 

notre t r a v a i l  ac tue l  e t  fu tu r  s e r a  o r i en tée  vers  l a  p réc i s ion  de c e t t e  période 

de grande s e n s i b i l i t é  à l a  lumière e t  l a  recherche du ou des  photorécepteurs 

e t  des métaboli tes  intervenant  dans l e  t r a n s f e r t  de l ' é n e r g i e  (mycosporine ? ) ,  

responsables de l a  modification du comportement c e l l u l a i r e  about issant  à l a  

reproduction sexuée ; 

6)  nous avons remarqué qu'une f o r t e  teneur mycélienne en acide c i t r i q u e  é t a i t  

concomittante à l a  formation des  pér i thèces .  Cette  observation confirme l e s  

cons ta ta t ions  f a i t e s  s u r  c e r t a i n s  Champignons (LE ROUX, 1962) e t  s u r  des plan- 

t e s  supérieures.  D'après FRANKE-RINKER e t  BEHRENS (1979) c e t  acide provient  

de l ' a c t i v i t é  du cyc le  c i t r i q u e .  



D E U X I E M E  P A R T I E  

RELATION ENTRE LA FRUCTIFICATIOL! SEXUEE ET 

LE METABOLISME LIPIDIQUE 





INTROQUCT ION 

Au cours des recherches précédentes, nous avons pu constater quelques 

faits qui nous ont incité à entreprendre une étude du métabolisme lipidique au 

cours de la différenciation de notre Champignon : 

- les ascospores sont très riches en globules de lipides (Planche II) ; 
- au début de la croissance, les articles du mycélium des cultures fertiles con- 
tiennent un grand nombre de globules lipidiques. Mais lorsqu'apparaissent les 
ascocarpes, ces cellules semblent se vider de leurs réserves de lipides alors 
que les hyphes développées à l'obscurité conservent les leurs ; 

- le cycle glyoxylique, voie du catabolisme des acides gras et de leur trans- 
formation en glucides, subit d'importantes variations suivant que le Champignon 
est fertile ou végétatif ; 

- l'évolution des teneurs mycéliennes en acide malonique, précurseur des acides 
gras, semble indiquer des différences assez nettes dans le métabolisme lipidique 
du LcLpi~hphcz& iyphae selon qu'il produit des périthèces ou qu'il demeure 
stérile ; 

- enfin, nous avons pu observer l'action de l'acétate sur la fructification 
sexuée. Or, ce corps est lui aussi un précurseur des acides gras. 

Malgré une importante floraison de publications durant les années 

1960/1980, résumées en particulier par WEETE (1974) et BRENNAN et LOSL (1978), 

on ne sait encore que peu de choses sur les relations entre le métabolisme 

lipidique et la morphogenèse sexuée des Champignons. Les travaux les plus appro- 

fondis ont porté sur le Sacchahamycu c ~ h e v h k e  (TINGLE et al. ,1973 ; ILLING- 
WORTH et a1.,1973). DARNAUD (1971) a comparé les lipides de souches mâles et 

femelles dlAckeya b h e x u ~ ,  FAYRET (1975) a étudié les relations entre la 

composition lipidique du mycélium et les diverses morphogenèses du Gnamania: 
&p&?h;tyh. Les résultats obtenus par ailleurs, en particulier par MILLS et al. 

(1974-1978) sur le & & I . b ~ ~ d a & U a  e.mUrAonÜ demeurent très fragmentaires. 

Au cours des chapitres qui vont suivre, nous allons essayer de 

"débroussailler" ce problème dans le cas du Lep;taaphamia Zyphae : 

- en étudient l'évolution des lipides totaux au cours de son développement ; 
- en examinant ensuite le devenir de chacune des grandes familles lipidiques ; 
- en observant, enfin, l'influence sur le métabolisme lipidique du Champignon 
de certains facteurs inhibant ou stimulant la différenciation sexuée : aéra- 
tion, lumière, acétate... 





MATER1 EL ET METHODES 

Les méthodes utilisées pour ce travail sont très diverses. Aussi 

décrirons-nous au cours de chaque chapitre celles qui ont été plus particuliè- 

rement utilisées pour le réaliser. Nous résumons ci-dessous les techniques 

générales que nous avons employées le plus fréquemment. 

CULTURES ET OBTENTION DU MYCELIUM 

Le Champignon est cultivé sur la décoction liquide de farine d'avoine 

à 20 g/l à 18°C en boîtes de Roux. Quotidiennement 20 à 30 fioles sont préle- 

vées. Le mycélium est recueilli par centrifugation à O°C, remis deux fois en 

suspension dans l'eau distillée à +4"C, centrifugé à nouveau puis fixé par 

l'azote liquide. Il est ensuite lyophilisé et le lyophilisat est conservé à 

-24'C sous atmosphere d'azote dans des flacons hermétiquement clos. 

ION DES LIP IDES 

Un gramme de mycélium lyophilisé est traité par l'eau bouillante 

durant quelques secondes afin de détruire ses enzymes puis mis en suspension 

dans 300 ml du mélange chloroforme-méthanol (2-1 volume à volume) selon la 

méthode de FOLCH et al. (1957). Après broyage à l'ultra-turrax pendant 30 se- 

condes, on laisse l'extraction s'effectuer sous atmosphère d'azote pendant 



15 heures à l a  température du l a b o r â t o i r e  (+18OC env i ron) .  On f i l t r e  l ' e x t r a i t  

su r  f i l t r e  dé l ip idé  ( f i l t r e  Durieux no 111, ruban v e r t )  puis  on l e  lave Par  

1/5 de son volume d'une so lu t ion  de N a C l  à 9 g / l  ; on l a i s s e  décanter  l e  mé-  

lange eau + méthanol. On r e c u e i l l e  l ' e x t r a i t  chloroformique qu'on sèche s u r  

Na SO anhydre, p u i s  on l 'kvapore sous courant d ' azo te  au bain-marie à 50°C. 2 4 
Le rés idu  l ip id ique  e s t  pesé ; on l e  conserve pour des analyses u l t é r i e u r e s  

dans un volume minimum de benzène, sous atmosphère d ' azo te ,  dans des f lacons  

hermétiquement fermés par  un bouchon de Téflon (Système Sov i re l  S.V.L.) à 

-24OC. 

CHROMATCGRAPHI E E N  PHASE GAZEUSE D E S  A C I D E S  GRAS 

Les l i p i d e s  sont saponif iés  par  é b u l l i t i o n  sous r e f l u x  pendant 3 heu- 

r e s  dans une s o l u t i o n  de KOH à 5 % dans l e  mélange benzène/méthanol (1/5 vo- 

lume à volume). Les acides g r a s  obtenus son t  méthylés par le  s u l f a t e  diméthyli- 

que en présence de méthanol s a t u r é  de K CO (MARTIN e t  DRISCOLL, 1966). Les 
2 3 

e s t e r s ,  dissous dans l e  su l fu re  de carbone, sont  chromatographiés a t r a v e r s  

une colonne en a c i e r  inoxydable de 1/8", longue de 2 m ,  contenant 10 % de 

D.E.G.S. sur  Chromosorb WAW, dans un chromatographe Intersmat 12 DFL r e l i é  

à un in tégra teur  L,T.T. ICAP 5. L'azote s e r t  de gaz vecteur.  Le four e s t  pro- 

grammé de 130°C à 180°C, 8"C/minute. 



CHAPITRE 1 : EVOLUTION DE LA  TEF!EUR L I P I D I Q U E  DU 

MYCELIUM AU COURS DU DEVELOPPEMENT, 

1 ' 1  LES L I P I D E S  TOTAUX 

Nous avons t o u t  d 'abord cherché à v é r i f i e r  l e s  observations microsco- 

piques (accumulation dans l e s  f i laments  f e r t i l e s  au début de l e u r  croissance,  

puis  d i s p a r i t i o n  au moment de l a  formation des  organes sexués) e t  l e s  dosages 

d 'ac ide  malonique. Pour c e l a ,  nous avons procédé à des ex t rac t ions  e t  dosages 

de l i p i d e s  to taux au cours de l a  croissance de cu l tu res  f e r t i l e s  ( éc la i r ées )  

e t  s t é r i l e s  (maintenues à l ' o b s c u r i t é ) .  Ces travaux o n t  é t é  publ iés  dans l e  

"Canadian Journal  of Botany" (vol .  57, no 16, p. 1701-1705, 1979). 

Dès l e  7ème jour de c u l t u r e ,  des  pér i thèces  appara issent  su r  l e s  cul -  

t u r e s  é c l a i r é e s ,  a l o r s  que l e s  mycéliums témoins demeurent s t é r i l e s  e t  s t r i c -  

tement v é g é t a t i f s .  

La f igure  16 montre que l e s  d i f f é rences  de croissance e n t r e  l e s  deux 

types de cu l tu res  sont  assez f a i b l e s .  Dans l e s  deux c a s ,  on observe un po in t  

d ' in f l ex ion  s u r  l a  courbe e n t r e  l e s  9ème e t  10ème jours ,  t r adu i san t  un 



FIGURE 16 : EVOLUTION DU POIDS DE MATIÈRE SECHE 
EN FONCTION DU TEMPS, 
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ralentissement de l a  croissance.  Le poids du mycélium l y o p h i l i s é  par  f i o l e  de 

Roux e s t  légèrement supérieur dans l e s  cu l tu res  é c l a i r é e s ,  su r tou t  au début 

du développement ; l e s  cu l tu res  maintenues à l ' o b s c u r i t é  c r o i s s e n t  un peu p lus  

longuement. 

L'observation de l a  f i g u r e  17 permet de cons ta te r  que dans l e s  deux 

types de c u l t u r e s  l e s  teneurs en l i p i d e s  s ' aba i s sen t  légèrement en t o u t  début 

de développement. E l l e s  s ' é l è v e n t  ensu i t e  jusqu'au 8ème jour,  pu i s  s ' aba i s sen t  

à nouveau. Apres l e  9ème jour,  l ' é v o l u t i o n  est d i f f é r e n t e  : dans l e s  mycéliums 

é c l a i r é s  l e  pourcentage de l i p i d e s  diminue, a l o r s  q u ' i l  augmente dans l e s  colo- 

n i e s  végétant  à l ' o b s c u r i t é .  

La f i g u r e  18 montre l ' é v o l u t i o n  des quan t i t é s  de l i p i d e s  contenues 

dans chaque un i t é  c u l t u r a l e  ; on consta te  que l e s  colonies  f e r t i l e s  ( é c l a i r é e s )  

accumulent p l u s  de ces substances que l e s  mycéliums témoins jusqu'au 9ème jour.  

Après c e t t e  da te ,  a l o r s  que l e s  c u l t u r e s  maintenues à l ' o b s c u r i t é  continuent 

jusqu'au 12ème jour à accumuler des  l i p i d e s ,  ceux-ci on t  tendance à d i s p a r a î t r e  

des mycéliums é c l a i r é e s  pu i s  ne son t  r econs t i tués  que lentement. 

Le tableau 16 indique l a  composition en ac ides  gras  des l i p i d e s  du 

Champignon. On n'observe aucune d i f fé rence  q u a l i t a t i v e  e n t r e  l e s  deux types 

de cu l tu res .  La longueur de chaîne l a  p lus  représentée compte 18 atomes de 

carbone, l e s  ac ides  l e s  p l u s  abondants é t a n t  en général  l ' o l é i q u e  (C 
18 : 1 1 

e t  l ' a - l ino lé ique  (C18 . 2)(déterminé par  son temps de r é t e n t i o n  en C.P.G.). 

Les ac ides  palmitique (C 16) , palmitoléique (C 16 . , s t éa r ique  (C  1 e t  l ino- 
18 

lénique (C18 : 3 ) ,  sont  auss i  toujours  p résen t s  en q u a n t i t é s  importantes. Nous 

avons a u s s i  m i s  en évidence de f a i b l e s  teneurs  en ac ides  en C e t  C e t  des 
12 14 

t r a c e s  d ' ac ides  à p lus  longue chaîne,  C 2 0  e t  C Z 2  a i n s i  que de chaînes à nombre 

d'atomes de carbone impair : C15 e t  C17. Jusqu'au 7ème jour ,  l e s  mycéliums 

é c l a i r é s  son t  p l u s  r i ches  que l e s  témoins en acides à 16 atomes de carbone e t  

p lus  pauvres en ac ides  en Cl8 .  Ensuite ,  on note une tendance inverse.  Les t e -  

nebrs en ac ides  polyinsa turés  ( C l 8  : e t  CI8 : 3) v a r i e n t  de manière d i f féren-  

t e  se lon que l e  Champignon s e  développe à l ' o b s c u r i t é  : au début de l a  cro is -  

sance, l e s  témoins en contiennent l a  p lus  f o r t e  proport ion ; après  l e  8ème 

jour,  c ' e s t  sous photopériode qu'on en trouve l a  p l u s  grande quan t i t é .  Le de- 

gré d ' i n s a t u r a t i o n  s u b i t  une évolut ion p a r a l l è l e  à c e l l e  de ces  ac ides  ( 1 ) .  
, - 

I i -  

( 7 )  Vegiré d'innatumtian = powrcentage d'acidecl à 7 doubxe m o n  + pourrcerttage 
d ' a c i d a  à 2 doubla U o n ~  x 2 + pawrcentuge d ' a c i d a  à 3 doubla &iui- 
aom x 3/100. 
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T a b l e a u  16  : Composi t ion  en  a c i d e s  g r a s  ( % )  d e s  l i p i d e s  d e s  deux 
t y p e s  d e  c u l t u r e s ,  moyenne d e  q u a t r e  mesu re s .  - .  

Jour de culture 

Acide 

- 
5 6 . 7  8 Y .,, 10 Il 12 13 - - --- 

lumime obscuritt himiére obxu"tt lumière obscurité lumiém obscu"tC lumière obscuritt lumière ob<cu"tt lumiire obscurité lumière obxuri lé lumiere ohscurit6 

3.63 2.02 1 .O1 1 3.77 2.08 0.40 1.91 4 1.23 2.82 1.43 2 46 2.76 0.50 0.80 1.06 1.11 
t? t t t t t t t t t ' 1  t t t t t t t 

1.74 1.89 1.18 0.87 2.78 1.37 0.40 1.85 1.44 0.63 1.07 1.31 1.14 2.19 0.65 0.83 1.60 1.51 
t t t t t t t t t t t t t 1 t t t t 

18.64 22.32 17.16 15.44 15.83 13.12 12.45 14.84 12.26 15.12 10.88 13.40 10.52 12.86 8.37 11.91 10.28 12.54 
1.82 3.77 3.89 2.90 2.48 2.47 2.03 5.76 2.42 4.95 2.42 3.60 1.97 3.M) 2 . 5  3.65 3.05 4.21 
5.17 5.77 5.60 5.84 5.77 4.37 4.67 5.96 6.W 7.16 5.00 5.81 5.15 6.60 3.73 4.95 5.36 6.42 

30.66 34.97 32.18 31.67 28.01 28.07 2J.50 29.97 28.43 31.68 24.47 28.83 24.66 29.28 29.87 30.31 31.64 33.29 
26.62 17.97 26.26 28.90 26.58 31.70 35.70 27.48 33.50 25.21 34.68 32.34 36.61 29.40 40.09 33.55 34.69 28.92 
11.76 11.28 12.06 14.38 14.77 16.55 18.35 12.22' 14.18 9.29 17.88 12.50 17.47 12.33 15.03 13.40 12.32 12.00 

1.21 1.09 2 1.36 1.28 1.42 1.54 1.27 1.40 1.15 1.50 5 1.52 1.29 1.57 1.41 1.4: 1.31 

DISCUSSION 

Le Lep.toaphaU Zyphae se montre relativement peu riche en lipides 

par rapport aux autres Champignons étudiés jusqu'ici. Chez lui, ces corps 

ne représentent en effet que 7 % du poids de mycélium sec au maximum (figure 2) 

alors que, par exemple, le D i ~ y o ~ ; t ~ u m  chhcoideum (LONG et COE, 1974) en 

fournit 10 à 12,5 %, le & ~ A ~ u C . ! - C L ~ ~ &  ci!m&'L4oVlk. 11 % (MILLS et CANTINO, 

1974) , le Mucutr mucedo 13,s % , 1 ' h p m g a ~  ochaceun 14,8 % (SANCHOLLE et 

CHAVANT 1976) , le Gnomuh ~ep toA . t yh  plus de 18 % (FAYRET, 1975) , 1 !Oude- 

ma~nielkh mucida 29,l % (NERUD et MUSILEK, 1974). Ceci est certainement dû 

en grande partie aux conditions de culture où notre Champignon se trouvait 

placé ; en particulier, le milieu que nous lui fournissons est relativement 

pauvre en carbone et en azote si on le compare aux solutions plus classique- 

ment utilisées. Mais c'est sur ces milieux peu concentrés mais mieux équilibrés 

que nous obtenons sa différenciation sexuée (VIDAL et al., 1974), phénomène 

courant chez les Ascomycètes (DEHORTER, 1972 ; FAYRET, 1975). 

Les teneurs mycéliennes en lipides évoluent différemment selon que 

les cultures se sont développées sous photopériode ou a l'obscurité. Le léger 

ralentissement de croissance constaté entre les 9ème et lOème jours (figure,l6) 
I .  

est précédé d' ùn abaissement général de la richesse en lipides (figure 17j':"Mais, 



lorsque l e  Champignon végète à l ' o b s c u r i t é ,  e t  demeure donc s t é r i l e ,  l ' accu-  

mulation de l i p i d e s  reprend dès l e  9ème jour e t  se  poursui t  jusqu'à l a  f i n  de 

l a  croissance (l2ème j o u r ) .  Jusqu'au 8ème jour l e s  c u l t u r e s  é c l a i r é e s  contien- 

nent  une p l u s  grande proport ion de l i p i d e s  que l e s  témoins ; à ce moment-là, l e s  

pér i thèces  commencent à se  forner  en nombre é levé  e t  ces  substances sont  v ra i -  

semblaljlement u t i l i s é e s  pour l e s  mul t ip les  synthèses que l ' o r g a n i s a t i o n  des  

organes sexuels  nécess i t e .  Ce t t e  mobil isat ion des réserves  l ip id iques  est 

t e l l e  que même leu r  quan t i t é  absolue par u n i t é  c u l t u r a l e  ( f igure  18) s ' a b a i s s e  

l o r s  du ralentissement de croissance e n t r e  l e s  9ème e t  10ème jours.  Cet te  évo- 

l u t i o n  de l a  r ichesse  en l i p i d e s ,  accumulation avant l a  phase de sexua l i sa t ion  

pu i s  u t i l i s a t i o n  au cours de c e l l e - c i ,  recoupe nos observations s u r  l e s  va r i a -  

t i o n s  des teneurs mycéliennes en acide malonique (VIDAL e t  VIALA, 1973). D'au- 

t r e s  Champignons présentent  des  réac t ions  analogues. Les c e l l u l e s  amiboldes 

du W ~ c t y o i A ~  dincaideum (LONG e t  COE, 1974) syn thé t i sen t  de f o r t e s  quanti-  

t é s  de l i p i d e s  avant de s 'agréger  pour c o n s t i t u e r  l e  ssorocarpe p u i s  ces  

substances sont u t i l i s é e s .  Chez l e  S a C C h a t r ~ m q c ~  c ~ ~ v h ~ e ,  l e  taux de l i p i -  

des augmente avant l ' a scosporu la t ion  (CHASSANG e t  a l . ,  1972 ; ILLINGWORTH - e t  

a l . ,  1973). La lipogenèse es t  ac t ive  chez l e  Gnurnonia LepZubZqln l o r s  de l a  - 
formation des  ascocarpes, qu i  e s t  su iv ie  d 'une  l ipo lyse  (FAYRET, 1975). Il 

semble donc q u ' i l  s ' a g i s s e  l à  d 'un mécanisme t r è s  généra l  accompagnant l a  

d i f f é renc ia t ion  sexuée des Champignons ; WERKMAN e t  a l .  (1977) l ' i n t e r p r è t e n t  

chez l e  Zqgotrhynchu mu&.&& comme une accumulation de l i p i d e s  dans l e  mycé- 

l i u m  s u i v i e  d'une migrat ion de ceux-ci dans l e s  gamétocystes pu i s  dans l e s  

zygotes permettant à ces  de rn ie r s  d ' a s su re r  l e u r  r ô l e  de réserve b ien  que l e u r  

a c t i v i t é  synthétique s o i t  f a i b l e .  De même, chez l e  Lep ta iphaa ia  tqphae on 

peut  observer que les ascospores sont  t r è s  r i c h e s  en globules l ip id iques  a l o r s  

que l e s  f i laments mycéliens s e  vident  des l e u r s  l o r s  de l a  formation des p é r i -  

thèces (VIALA, 1972). L 'expl ica t ion  de WERKMAN e t  a l .  p a r a i t  donc ê t r e  va lable  

a u s s i  pour notre Champignon. I l  s e  p o u r r a i t  a u s s i  que l e s  o s c i l l a t i o n s  consta- 

t é e s  apres  l e  9ème jour dans les cu l tu res  f e r t i l e s  ( f i g u r e  18) so ien t  en rap- 

p o r t  avec des "vagues" d'ascocarpes mais nous n'avons pas  pu cons ta te r  de r e -  

l a t i o n  e n t r e  l e s  deux phénomènes. 

La composition en ac ides  gras  des  deux types  de c u l t u r e s  présente  

des va r i a t ions  concomittantes à c e l l e s  de l a  teneur en l i p i d e s .  Lors de l a  

phase i n i t i a l e  d ' i n t e n s e  accumulation l i p i d i q u e ,  l e s  mycéliums é c l a i r é s  sont  

p lus  r i c n e s  en ac ides  palmitique e t  oléique e t  l eu r  degré d ' i n s a t u r a t i o n  e s t  



p lus  f a i b l e  que c e l u i  des  cu l tu res  s t é r i l e s .  Ceci p o u r r a i t  indiquer une p lus  

f o r t e  a c t i v i t é  de synthèse car  l e s  ac ides  à chaîne p lus  longue (C ) provien- 
18 

nent  de l 'allongement des  p lus  c o u r t s  (C ) e t  l e s  polyinsa turés  sont  l e s  pro- 
16 

d u i t s  de l a  désa tura t ion  de l ' a c i d e  oléique (MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974). Au 

c o n t r a i r e ,  après  l ' a p p a r i t i o n  des premiers pé r i thèces ,  l ' a c i d e  palmitique e s t  

moins abondant dans l e s  cu l tu res  f e r t i l e s  e t  l e  degré d ' i n s a t u r a t i o n  y  devient  

p lus  élevé que dans l e s  mycéliums témoins, l e s  teneurs en ac ides  l inoél ique  

e t  l inolénique s ' é l evan t  nettement. Ceci e s t  peut -ê t re  dû à un c e r t a i n  ra len-  

tissement de l a  synthèse l ip id ique .  Mais l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuel le  des Cham- 

pignons s'accompagne fréquemment d'accumulation d 'ac ides  gras  insa tu rés ,  e t  

t o u t  par t icul ièrement  d ' ac ides  l ino lé ique  e t  l inolénique : c ' e s t  l e  cas  du 

~ ~ c c ~ V L O ~ ~ C U  CULevdhe (ILLINGWORTH e t  a l . ,  1973) ; l e  carpophore de l'Aga- 

b h p ~ & ~ c n  con t i en t  p l u s  d ' ac ides  l i n o  léique e t  l inolénique  que son mycé- 

l ium (HOLTZ e t  SCHISLER, 1971) ; de même l e s  basidiospores du & o Y Z ~ H  

~ U h ~ ~ o & m e  son t  plus r i c h e s  en ac ides  insa tu rés  que l e s  éc id iospores  (CARMACK 

e t  a l . ,  1976 ; WEETE e t  a l . ,  1977). Il e s t  d ' a i l l e u r s  i n t é r e s s a n t  de noter  

que DALPE e t  NEUMANN (1976) induisent  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuée de d ivers  

C U L ~ O C Y / J J %  par  apport aux c u l t u r e s  d 'ac ide  l inolé ique .  ILLINGWORTH e t  a l .  

(1973) pensent que l a  p l u s  grande teneur en ac ides  i n s a t u r é s  donne aux mem- 

branes des vés icu les  u t i l i s é e s  pour l e s  t r ans loca t ions  une mobi l i té  p lus  élevée.  

Des v a r i a t i o n s  analogues de l a  composition en ac ides  g ras  des ce l lu -  

l e s  mycéliennes peuvent ê t r e  i n d u i t e s  par  des  modificat ions des condit ions de 

cu l tu re  : en p a r t i c u l i e r ,  l'oxygène e s t  indispensable aux désa tura t ions  

(MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974). Une augmentation de l ' a é r a t i o n  a c t i v e  l e s  désa- 

tu rases  ; a i n s i ,  l e s  c u l t u r e s  aérobies  du Mucotr irauX,Ü (SAFE e t  DUNCAN, 1974) 

e t  du MuCo& g U z e v e ~ d  (GORDON e t  a l . ,  1971) sont  p lus  r i ches  en ac ides  insa- 

t u r é s  à 18C e t  p lus  pauvres en ac ide  palmitique que l e s  c e l l u l e s  développées 

en anaérobiose ; il en est de même chez d i v e r s  ket&tHCULkl (GERASIMOVA e t  a l . ,  

1974). Lorsque NISHIKAWA e t  a l .  (1974) inhibent  l ' a c t i v i t é  r e s p i r a t o i r e  du 

Sacchatromyc~ c~V&bmg~nAd 4228 pa r  un appor t  de thiamine, l e  degré d ' insa-  

t u r a t i o n  des l i p i d e s  de c e t t e  levure s ' a b a i s s e ,  a l o r s  q u ' i l  s ' é l è v e  s i  on 

st imule s a  r e s p i r a t i o n  p a r  l a  pyridoxine. I l  y  a  donc une r e l a t i o n  t r è s  é t r o i t e  

e n t r e  l ' a c t i v i t é  générale des oxydations c e l l u l a i r e s  des Champignons e t  l eu r  

teneur en ac ides  gras insa tu rés ,  t o u t  par t icul ièrement  l ino lé ique  e t  l ino lén i -  

que. O r ,  nous avons prouvé que l a  reproduction sexuée du LepXoaphada Xyphae 

s'accompagnz d'une f o r t e  s t imula t ion  des oxydations c e l l u l a i r e s .  Nous retrouvons 



Conc ce phénomène au niveau du métabolisme lipidique. Les lipides de réserve 

pourraient non seulement être utilisés comme matière première pour l'élabo- 

ration des périthèces et des ascospores, mais aussi leur oxydation fournirait 

une partie de l'énergie nécessaire aux multiples synthèses que la différencia- 

tion de ces organes rend indispensable. 

1,2 EVOLUTIO~~ DE L'ACTIVITE l3E SYFlTHESE L I P I D I Q U E  

AU COURS DU DEVELOPPEPENT, 

Les résultats que nous venons de résumer montrent que les mécanis- 

mes anaboliques et cataboliques du métabolisme lipidique sont profondément bou- 

leversés par la sexualisation du Champignon. D'après les analyses que nous avons 

faites, il semblerait que l'activité de synthèse de lipides se ralentisse au 

moment de l'apparition des ascocarpes : réduction de la teneur mycélienne, 

abaissement du pourcentage en acide palmitique, élévation du degré d'insatu- 

ration. Cela peut paraître surprenant au moment où se forment ces organes de 

conservation riches en réserves que sont les périthèces et les ascospores. Il 

importe donc de vérifier cette hypothèse et la meilleure façon de le faire 

consiste à suivre au cours du développement l'évolution de l'activité "acides- 

gras synthétase". Cet homodimère, formé de deux polypeptides identiques portant 

sept sites actifs différents ne peut fonctionner totalement que lorsque les 

deux monomères sont juxtaposés (LYNEN, 1980, STOOPS et WAKYL, 1981) et catalyse 
L 

la réaction globale : Acétyl-CoA + malonyl-CoA + 2n NADPH + 2 n ~ ' +  
n 

Cette réaction est à la base de l'édification de tous les acides 

gras, et par conséquent de toute molécule lipidique (MAZLIAK, 1969 ; LEDERER, 

1970 ; WEETE, 1974) . 

METHODE DE DOSAGE 

mus avons utilisé la méthode spectrophotométrique de LYNEN et al. 

(1964). La technique consiste à suivre 2 334 nn la disparition du NADPH en pré- 
2 

sence d'acétyl-CoA et de malonyl-CoA sous l'action de l'extrait enzymatique. Ce 

dernier est obtenu par broyage du Champignon à l'ultra-turrax à O°C dans le tam- 

pon phosphate 0,2 M pH 6,5 contenant 2 mM/l dlEDTA Na et 1 mM/lde dithiothreitol. 
2 

Après centrifugation à 0°C 2 10 000 g durant 10 minutes, le surnageant est immé- 

diatement utilisé pour le dosage. 



9 7 

RESULTATS ET DISCUSSION 

Les résultats sont résumés par la figure 19. Cette courbe exprime 

la moyenne de 5 séries culturales. 

On peut constater que lorsque le mycélium végète à l'obscurité, 

son activité "acides-gras synthétase" diminue lentement jusqu'au 8ème jour de 

culture, alors que la croissance pondérale du Champignon commence à démarrer. 

Ensuite, on observe une légère reprise de la synthèse d'acides gras jusqu'à la 

fin de la phase de multiplication active. 

FIGURE 19 : EVOLUTION DE L'ACTIVIT~ ACIDES-GRAS 
SYNTHÉTASIQUE EN FONCTION DU TEMPS 
(MOYENNE DE 5 MESURES) 

Acides gras synthétase 

C u l t u r e s  L l'obscuril; 

t I 1 1 .  I I f I I B- 
5 6 7 8 .  9 1 O 11 12 1.3 

Jours 



Les cultures fertiles montrent un comportement très différent.   ès 

l'apparition des premiers périthèces, l'activité du complexe enzymatique aug- 

mente brutalement pour être, au gène jour, plus de 2 fois plus élevée que dans 

les mycéliums stériles : 60 milli-unités/mg de protéines au lieu de 26. Chez 

le zygomycète Zygotrhynchun mueNe,& (Werkman et al. 1977) le même phénomène se 

produit au moment de la maturation des zygospores, organes sexués. Le Phyco- 

mycète AchRya hp. (LAW et BURTON, 1976), lui aussi, présente un très fort pic 

d'activité "acides-gras synthétase" lors de la différenciation de ses spores 

asexuées. Le Lepxo/sph~& xyphcre permet d'étendre cette observation à la 

classe des Ascomycètes. Il s'agit vraisemblablement d'un fait général lors de 

la différenciation sexuée ou asexuée de tous les Champignons. 

Ce résultat contredit apparemment les conclusions de nos dosages 

de lipides, puisque nous observons une diminution de la richesse mycélienne en 

ces composés au moment où l'activité de synthèse est la plus élevée. Nous de- 

vons donc conclure que l'apparition des périthèces s'accompagne aussi d'une 

forte stimulation du catabolisme lipidique, encore plus nette que celle de 

l'anabolisme. Ce phénomène parait d'ailleurs lui aussi très général, puisque 

WERKMAN et al. l'observent chez le Zygotrhy~chun m o ~ d  et LAW et BURTON chez 

llAckeya. Le "turn-over" des lipides est donc, chez les Champignons, fortement 

accéléré sous tous ses aspects lors de la différenciation. Au cours d'études 

ultérieures, nous devrons nous efforcer de localiser le sièqe de ces intenses 

activités enzymatiques : mycélium végétatif ? périthèces ? ascospores ? Il est 

possible que les deux actions : synthèse et dégradation, soient différemment 

situées. Malheureusement, nous n'avons jusqu'à présent pas réussi à séparer de 

manière satisfaisante les divers appareils produits par le thalle pour que nos 

dosages enzymatiques soient dignes de confiance.,Mais, en analysant la vue 

globale que nous avons du métabolisme lipidique du Champignon, nous pensons 

qu'une premiere phase d'anabolisme se déroule dans le mycélium végétatif ; les 

lipides sont ensuite repris pour réaliser le sporophyte et le processus se 

termine par une phase de mise en réserve. 



C H A P I T R E  11 : A N A L Y S E  DES L I P I D E S  A U  COURS 

D U  DEVELOPPEMENT, 

Le chap i t r e  précédent nous a  permis de met t re  en évidence l e s  

v a r i a t i o n s  g lobales  des  l i p i d e s  du Champignon au cours de son développement e t  

de comprendre une p a r t i e  du mécanisme de ces  changements. Mais, pour mieux pé- 

n é t r e r  l a  s i g n i f i c a t i o n  métabolique de l ' é v o l u t i o n  l ip id ique  mycélienne, il 

importe de suivre  l e s  v a r i a t i o n s  de chacun des composants de ce  grand ensemble. 

En e f f e t ,  l e s  " l i p i d e s  totaux" regroupent de nombreux corps dont l e  rô le  dans 

l a  c e l l u l e  peut  ê t r e  t r è s  d i f f é r e n t  : glycér ides  à r 6 l e  e s s e n t i e l  de réserve ,  

l i p i d e s  p o l a i r e s  (g lycol ip ides ,  phospholipides) su r tou t  présents  dans l e s  mem- 

branes,  chacun de ces  grands groupes é t a n t  lui-même subdivisé à son tour .  Nous 

avons donc essayé de f r ac t ionner  l e  p lus  poss ib le  l e s  e x t r a i t s  l ip id iques  en 

suivant  avec l e  maximum de p réc i s ion  l e  devenir  de chacune des d ive r ses  c l a s s e s  

de l i p i d e s .  

11.1.1 - FRACTIONNEMENT DES LIPIDES TOTAUX - SEPARATION DES GRAhQES CLASSES. 

Nous avons u t i l i s é  l a  méthode de ROUSER e t  a l .  (1967) e t  DITTMER 

e t  WELLS (1969) rapportée par  KATES (1972) : sépara t ion  en t r o i s  f r a c t i o n s  de 

l ' e x t r a i t  l i p id ique  b r u t  sur colonne d ' ac ide  s i l i c i q u e  : 

- 20 g  d 'ac ide  s i l i c i q u e  (Mallinkrodt 80-100 Mesh) son t  m i s  en suspension dans 

50-80 m l  de chloroforme après  passage à 120°C pendant 3  à 4 heures.  Le mélange 

est  i n t r o d u i t  dans une colonne de 2,5 cm de diamètre ; l ' a c i d e  s i l i c i q u e  cons- 

t i t u e  un ry l indro  de 10 cm de haut environ. La colonne e s t  lavée p a r  300 m l  de 

chloroforme, pu i s  on dépose 150 à 200 mg de l i p i d e s  en solu t ion  dans quelques 

m i l l i l i t r e s  de ce so lvant .  Les t r o i s  f r a c t i o n s  sont  obtenus en f a i s a n t  passer  

s u r  l a  colonne (3 ml/min. environ) : 



. 500 m l  de chlorcforme ( f r a c t i o n  1) ; 

. pu i s  2000 m l  d 'acétone ( f r a c t i o n  II) ; 

. e n f i n ,  500 m l  de méthanol ( f r a c t i o n  III).  

Les é l u a t s ,  évaporés au bain-marie à 50°C sous courant  d ' azo te  

sont  pesés pu i s  conservés à -24OC sous atmosphère d ' azo te .  

La f r a c t i o n  1 con t i en t  l e s  l i p i d e s  neutres : glycér ides ,  s t é r o l s ,  

ac ides  gras  l i b r e s ,  hydrocarbures ... 

La f r a c t i o n  II regroupe l e s  g lyco l ip ides ,  s u l f o l i p i d e s  e t  cardio-  

l i p i d e s  ... 

La f r a c t i o n  III l e s  a u t r e s  phospholipides. 

11.1.2 - ANALYSE ET DOSAGE DES LIPIDES NEUTRES 

Nous avons séparé l e s  d ive r ses  fami l les  de l i p i d e s  neut res  par  pas- 

sage sur  colonne de F l o r i s i l  imprégné de 7 % d'eau ( i n  - KATES, 1972) : on réhy- 

d r a t e  12 g de F l o r i s i l  (Merck) pa r  a g i t a t i o n  durant 12 à 15 heures avec 7 % 

d 'eau  d i s t i l l é e  ; e n s u i t e ,  l ' aasorbant  e s t  m i s  en suspension dans l 'hexane pu i s  

i n t r o d u i t  dans une colonne de 1,2 cm de diamètre. On dépose l e s  l i p i d e s  neut res ,  

en solu t ion  dans l 'hexane ,  pu i s  on f a i t  c i r c u l e r  l a  séquence de solvants  indi -  

qués dans l e  tableau 17. 

Tableau 17 : Analyse des  l i p i d e s  neut res  su r  colonne 
de F l o r i s i l .  Séquence de solvants .  

Solvant 

Hexane 

Hexane-Ether (95 : 5 

Hexane-Ether (85 : 15 ) 

Hexane-Ether (75:25) 

Hexane-Ether (50:50) 

~ther-Méthanol  ( 9 8 ~ 2 )  

Ether-Acide acét ique (96 : 4) 

Volume 

50 m l  

100 m l  

250 m l  

150 m l  

150 m l  

135 m l  

50 m l  

E lua t  

Hydrocarbures 

S t é r o l s  e s t é r i f i é s  

Tr ig lycér ides  

S t é r o l s  l i b r e s  

Diglycérides 

Monoglycérides 

Acides g r a s  l i b r e s  

Révélation, après évaporation des  so lvants  : 

- l e  plus souvent, p a r  exposi t ion de l a  chromatographie à l a  vapeur d ' iode : 

l e s  l i p i d e s  appara issent  comme des  tâches jaunes su r  un fond blanc ; 
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. 500 m l  de chloroforme ( f r ac t i on  1) ; 

. pu i s  2000 m l  d'acétone ( f r ac t i on  II) ; 

. enf in ,  500 m l  de méthanol ( f r ac t i on  III). 

Les é l u a t s ,  évaporés au bain-marie a 50°C sous courant d 'azote  

sont pesés puis  conservés à -24OC sous atmosphère d 'azote.  

La f r ac t i on  1 cont ient  l e s  l i p i d e s  neutres : glycér ides ,  s t é r o l s ,  

acides gras l i b r e s ,  hydrocarbures ... La f r ac t i on  II regroupe l e s  glycol ipides ,  

su l fo l ip ides  e t  cardiol ipides  ... La f r ac t i on  III l e s  au t res  phospholipides. 

11.1.2 - ANALYSE ET DOSAGE DES LIPIDES NEUTRES 

Nous avons séparé l e s  diverses  famil les  de l i p ides  neutres  par  pas- 

sage sur  colonne de F l o r i s i l  imprégné de 7 % d'eau ( i n  KATES, 1972) : on réhy- - 
dra te  12 g de F l o r i s i l  (Merck) par  ag i t a t i on  durant 12 à 15 heures avec 7 % 

d'eau d i s t i l l é e  ; ensu i te ,  l 'adsorbant e s t  m i s  en suspension dans l'hexane puis  

i n t rodu i t  dans une colonne de 1,2 cm de diamètre. On dépose l e s  l i p ides  neutres ,  

en solut ion dans l 'hexane,  puis  onefa i t  c i r c u l e r  l a  séquence de solvants indi-  

qués dans l e  tableau 17. 

Tableau 17 : Analyse des l i p ides  neutres s u r  colonne 
de F l o r i s i l .  Séquence de solvants .  

Solvant 

Hexane 

Hexane-Ether ( 95 : 5) 

Hexane-Ether ( 85 : 15 ) 

Hexane-Ether ( 75 : 25) 

Hexane-Ether (50 : 50) 

Ether-Méthanol (98 : 2) 

Ether-Acide acétique (96:4) 

Volume 

50 m l  

100 m l  

250 m l  

150 m l  

Eluat  

Hydrocarbures 

S té ro l s  e s t é r i f i é s  

Triglycérides 

S té ro l s  l i b r e s  

Diglycér ides  

Monoglycérides 

Acides gras  l i b r e s  

La pureté de chaque f rac t ion  e s t  contrôlée s a r  chromatographie 
sur  couche mince de s i l i c a g e l  G selon l a  technique de FREEMAN e t  WEST (1966) : 
migration, dans l a  même d i rec t ion ,  des deux solvants successi fs  : 

1) éther-benzène-éthanol-acide-acétique (40:50:2:0,2) sur  l e s  2/3 de l a  plaque 
(10 cm) ; 

2) éther-hexane (6 :94) sur  l a  t o t a l i t é  de l a  plaque (15 cm) . 

Révélation, après évaporation des solvants : 

- l e  plus souvent, par exposition de l a  chromatographie à l a  vapeur d ' iode : 

l e s  l i p ides  apparaissent comme des tâches jaunes sur  un fond blanc ; 





- pour une p lus  grande p réc i s ion ,  t ra i tement  de l a  plaque par  l ' a c i d e  sul fur ique  

concentré puis  passage à 120°C jusqu'à carbonisat ion des  l i p i d e s ,  q u i  ressor-  

t e n t  sous forme de tâches no i res  s u r  un fond blanc. 

On prélève ensu i t e  un a l iquo te  de chaque é l u a t  : l e  so lvant  e s t  

évaporé au bain-marie à 50°C e t  l e  rés idu  l ip id ique  dosé selon l a  méthode 

d'AMENTA (1964) : réduction d 'une solu t ion  de K C r 0  dans H SO (2,5g,/l)  au 
2  4  2 4  

bain-marie b o u i l l a n t ,  pu i s  l e c t u r e  de l a  dens i t é  optique à 350 nm. Nous pre- 

nions pour témoins des produi ts  du commerce dér ivant  de l ' a c i d e  oléique 

(Sigma, Serva, Calbiochem). 

11.1.3 - FRACTIONNEMENT, ANALYSE ET DOSAGE DE LA FRACTION II 

La f r a c t i o n  II (acétonique) obtenue s u r  colonne d ' ac ide  s i l i c i q u e  

peut c o n s t i t u e r  un mélange assez complexe. I l  importe donc de séparer  l e  mieux 

poss ib le  ses  cons t i tuan t s  s i  on veut  que l e s  r é s u l t a t s  des  dosages a i e n t  une 

valeur s u f f i s a n t e  . 

Nous avons u t i l i s é  pour ce la  deux méthodes : 

- chromatographie su r  colonne d ' a c é t a t e  de DEAE c e l l u l o s e  (ROUSER e t  a l . ,  1967 ; 

KATES, 1972) : 15 g  de c e l l u l o s e  Whatman DE23 sont  lavés  par  300 m l  de méthanol 

0,5 N en H C 1 ,  r incés  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  lavés  à nouveau pa r  300 m l  de méthanol 

0 ,5  N en  OHNa, r incés  à l ' e a u  d i s t i l l é e ,  pu i s  au  méthanol. Après séchage sous 

courant  d ' azo te ,  l a  c e l l u l o s e  e s t  mise en suspension dans 100 m l  d ' ac ide  acé- 

t ique  e t  versée dans une colonne de 2,5 cm de diamètre. On l a i s s e  sédimenter 

au moins 12 heures,  puis  on lave p a r  400 m l  de méthanol, pu i s  500 m l  du mélange 

méthanol-chloroforme ( 9 : 1 ) ,  500 m l  de méthanol-chloroforme ( 1 : l )  e t  enf in  

500 m l  de chloroforme pur.  Les l i p i d e s  à déposer sont  d issous  dans ce  de rn ie r  

so lvant .  La séquence d 'évolut ion  e s t  indiquée dans l e  tableau 18. 

Le dosage des g lycol ip ides  e s t  ensu i t e  e f f e c t u é  su r  une a l iquo te  

de l ' é l u a t  se lon  l a  méthode d'AMENTA (1964) e t  par  l a  technique spéci f ique  de 

GALANOS e t  WOULAS (1965) : réduction du mélange phénol-acide sul fur ique .  

- chromatographie sur couche mince de s i l i c a g e l  G dans l e  solvant  : di isobutyl -  

cétone,  acide acé t ique ,  eau (40-25-3,7) se lon l a  méthode de MARINETTI e t  a l .  

(1957) modifiée par  NICHOLS (1963). 



Tableau 18 : Analyse de la "Fraction 2" sur colonne. 

Solvant 

1 : chloroforme-méthanol (98:2) 

2 : chloroforme-méthanol (9:l) 

3 : méthanol 

4 : chloroforme-méthanol (40:10) 
+ 0,01 M acétate d'ammonium 
+ 20 ml/l d'ammoniaque 28 % 

5 : méthanol 

Vo 1 urne Eluat 

800 ml monoglycosyl-diglycérides 

1000 ml sels 

1000 ml sulfolipides + cardiolipides 
+ sels 

1000 ml traces de sels et de lipides 

11.1.4 - ANALYSE ET DOSAGE DES PHOSPHOLIPIDES 

Les phospholipides sont analysés par chromatographie sur couche 

mince de Silicagel G dans le solvant : chloroforme-méthanol-eau-acide acétique 

(SKIPSKI et al., 1964 ; RENKONEN et VARO, 1967). 

On procède chaque fois à deux chromatographies sur une plaque de 

20 x 20 cm : ll?uie est révélée par le révélateur de DITTMER et LESTER (1964) 

afin de déterminer avec précision les différents "spots". L'autre est simple- 

ment soumise à l'action de la vapeur d'iode et les tâches jaunes sont recueil- 

lies dans des tubes a essais. On dose le phosphore de chaque groupe de phos- 
pholipides par la technique de CHEN et al. (1956) : réactif l'acide ascor- 

bique-molybdate d'ammonium. 

1 1 . 2  RESULTATS ET DISCUSSION 

II .2.1 - FRACTIONNEMENT DES LIPIDES TOTAUX 

Les résultats du fractionnement des lipides totaux sur colonne 

d'acide silicique sont exprimés dans les figures 20, 21, 22, 23. 



FIGURE 20 : FRACTIONNEMENT DES LIPIDES TOTAUX 
SUR ACIDE SILICIQUE, POURCENTAGE RELATIF 
DE CHACUN DES 3 FRACTIONS OBTENUES, 
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FIGURE 21  : EYOLUTION DE LA TENEUR MYCELIENNE 

EN L I P I D E S  NEUTRES (FRACTION 1) 

LIPIDES NEUTRES 

"------ C]  Cul tures  i c l r i r i e s  

Cultures i I'obscuri  th 



On peut  cons ta te r  que l a  f r a c t i o n  1 (chloroformique) cons t i tuée  par  l e s  l i p i d e s  

neu t res  e s t ,  t o u t  au cours du développement, l a  p lus  importante quan t i t a t ive -  

ment. Ceci s e  v é r i f i e  chez tous  l e s  ê t r e s  v ivan t s ,  l e s  végétaux e t  l e s  Champi- 

gnons en p a r t i c u l i e r  (WEETE, 1974) q u ' i l s  so ien t  phycomycètes, zycomycètes ou 

ascomycètes (MILLS e t  CANTINO, 1974 ; CHAYANT, 1979). Cet te  f r a c t i o n  regroupe 

essent ie l lement  des corps à r ô l e  de réserve (g lycé r ides )  ou d ' in termédia i re  

dans l e u r  biosynthèse ou l e u r  biodégradation (ac ides  g r a s ) .  Ces l i p i d e s  cons- 

t i t u e n t  une réserve  énergétique p lus  e f f i cace  que l e  glycogène (ILLINGWORTH 

e t  a l . ,  1973) e t  on l e s  trouve en grande quan t i t é  dans tous  l e s  organes de con- 

se rva t ion  des  Champignons (WEBER e t  HESS, 1974) : ascospores de levures (TINGLE 

e t  a l . ,  1973) du Neutraapuncl ~&ULbpUcma dont i ls  forment jusqu'à 27 % du poids 

de matière sèche (LINGAPPA e t  SUSSMAN, 1959) ; l e s  t é l i o s p o r e s  du T a C ' ; t i d  

C O ~ U V W ~  contiennent 35 % de l i p i d e s  (TRIONE e t  CHING,  1971) e t c . . .  Chez 

l e s  Champignons supér ieurs ,  ou t re  l e s  spores,  l e s  s t r u c t u r e s  accessoi res  peu- 

vent  r e c é l e r  des s tocks de l i p i d e s  : pycnides du P U C C ~ ~  poahum (LOSEL e t  

LEWIS, 1974) , c ié ï s toca rpe  du SphamaAheca motcnuvae (JACKSON e t  WHEELER, 1974) . 
Nous avons nous a u s s i  cons ta té  l a  présence de globules l ip id iques  (Planche II) 

dans l e s  ascospores du Lep~o/rlpha~hia Xyphae mais nous n ' e n  avons pas m i s  en 

évidence dans l 'enveloppe p é r i t h é c i a l e .  Nous pensons qu'une étude en microscopie 

é lec t ronique  des  d ivers  organes du t h a l l e  au cours du développement pe rmet t r a i t  

de p r é c i s e r  l e s  l o c a l i s a t i o n s  e t  l e s  éventuel les  t r ans loca t ions  l ip id iques .  

Ce t t e  accumulation de globules de l i p i d e s  ( "oléosomes" ) dans l e s  ascospores de 

no t re  Champignon permet malgré t o u t  d 'expliquer l 'augmentation de l a  proport ion 

de " f rac t ion  1" par  rappor t  aux l i p i d e s  to taux à p a r t i r  du 8ème jour dans l e s  

c u l t u r e s  é c l a i r é e s  : ces réserves  sont  en e f f e t  essent ie l lement  cons t i tuées  de 

l i p i d e s  neut res  (MILLS e t  CANTINO, 1978). Dans l e s  c u l t u r e s  s t é r i l e s ,  au con- 

t r a i r e ,  l a  proport ion de ces  corps e s t  pratiquement constante après  l e  9ème 

jour de croissance.  W E T  e t  a l .  (1977) ont  a u s s i  t rouvé une p lus  grande quan- 

t i t é  de t r i g l y c é r i d e s  dans l e s  souches f e r t i l e s  du Z yganhynchu.4 mot.&?& que 

dans l e s  souches s t é r i l e s  ; il y a donc l à  confirmation de not re  cons ta ta t ion .  

HOLTZ e t  SCHISLER (1971), au c o n t r a i r e ,  observent un rappor t  l i p i d e s  neutres/  

l i p i d e s  p o l a i r e s  p lus  é levé  dans l e  mycélium que dans le  basidiocarpe de i 1 A g a -  

hicu.4 b i ~ p o t u ~  ; nous pensons que dans le cas  de ce basidiomycète l e s  l i p i d e s  

de réserve  doivent se  concentrer au niveau des lamel lesrbas ides  e t  basidiospores,  

q u i  cons t i tuen t  une f r a c t i o n  pondérale minime du carpophore : l e  faux-t issu de 

ce  de rn ie r  syn thé t i se  sans doute des  l i s i d e s  neut res  q u i  migrent dans l e s  spores.  

La f igure  2 1  montre que l e  LepAoaphamia Xgphae continue jusqu'.q< - ,' 
llème jour de croissance à accumuler des l i p i d e s  neut res  l o r s q u ' i l  produi t  des  

pér i thèces  ; l e s  o s c i l l a t i o n s  dans c e t t e  accumulation sont  vraisemblablement 



FIGURE 22 : EYOLUTION DE LA TENEUR MYCELIENNE 
EN GLYCOLIP IDES (FRACTION 2)  
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l i é e s  à des "vagues" de formation d 'ascocarpes.  I l  semble donc que ce s o i t  

s u r t o u t  aux dépens des f r a c t i o n s  p o l a i r e s  que se fasse  l a  réduction de l a  

teneur mycélienne en l i p i d e s  au moment de l ' a p p a r i t i o n  des organes sexués. 

Les ascospores, organes à l ' é t a t  de dormance, accumulent des l i p i d e s  de réserve  

( n e u t r e s ) .  Une étude en microscopie é lec t ronique  permettra seule  de juger l ' i m -  

portance des organi tes  pourvus de membranes - r i ches  en l i p i d e s  po la i re s -  qu ' e l -  

l e s  contiennent.  

La Frac t ion  2 ,  s i  e l l e  e s t  l a  moins r iche  des  t r o i s ,  compte malgré 

t o u t  e n t r e  8 % e t  15 % du t o t a l  l ip id ique ,  ce q u i  e s t  l o i n  d ' ê t r e  négligeable.  

E l l e ,  e t  e l l e  seu le ,  s ' avè re  p o s i t i v e  à l a  r é a c t i o n  à l ' an throne  e t  au phénol- 

ac ide  sul fur ique .  E l l e  con t i en t  donc bien une f r a c t i o n  glucidique. 

Les g lycol ip ides  des  champignons on t  é t é  beaucoup moins é t u d i é s  

que les l i p i d e s  neut res  ou  phospholipides. FAYRET (1975) par  exemple considère 

que l e  Gnamunk LepAaa;tyh n'en con t i en t  pas. CHAVANT (1979), même s ' i l  cons- 

t a t e  l e u r  présence en f a i b l e  quan t i t é  chez Le Mucutr muceda e t  l'Ahp&tgLU~(n 

0 C h c ~ l b 5 ,  l e s  néglige volontairement. Par con t re ,  BARAUD e t  a l .  (1970) obser- 

vent  chez l e  Sacchahomyc~ ccihevbiae une quan t i t é  notable de mono e t  diglyco- 

sy l -d ig lycér ides ,  de monogalactosyl-diglycérides, de su l fo l ip ides .  Chez c e t t e  

même levure ,  STEINER e t  a l .  (1969) s ignalent  l a  présence de l i p i d e s  complexes 

contenant du mannose e t  de l ' i n o s i t o l  ; BRENNAN e t  a l .  (1970) mettent égale- 

ment en évidence des g lycol ip ides  chez ce champignon. Des corps de c e t t e  fa-  

m i l l e  ont  a u s s i  é t é  observés chez d ' a u t r e s  l evures ,  t e l s  des Rh0d0~0&&X 

(THULLOCH e t  SPENCER, 1964) e t  l e  Candida b a c j o ~ e m b  (ESDERS e t  LIGHT, 1972) . 
On en trouve a u s s i  chez l e  Qk,ty~b-t&~m dincaideum (R~SSLER e t  a l . ,  1978),  

itAckeya (LAW e t  BURTON, 1976) e t  1'Acjdkicu bdpattun (GRIFFIN, 1973). La pré- 

sence de g lycol ip ides  semble donc assez  constante dans tous  l e s  groupes de 

Champignons, e t  l eu r  v a r i é t é  a s sez  grande. Par con t re ,  l e u r  r ô l e  physiologique 

a encore é t é  peu é tud ié ,  sauf chez l e  B L a ; t a & d i a  ~ ~ 0 I Z . Ü  ; ce  champignon 

i n f é r i e u r  con t i en t  des glycosyl-diglycérides (MILLS e t  CANTINO, 1974, 1977 ; 

SMITH e t  SILVERMAN, 1973) e t  MILLS e t  CANTINO (1978, 1980) ont  montré que ces 

corps é t a i e n t  des in termédia i res  dans l a  synthèse de l a  c h i t i n e .  

On ne peut donc ê t r e  s u r p r i s  de t rouver  une "Fraction 2" contenant 

des g lycol ip ides  chez l e  Lep;taaphaeA-a X ~ ~ h a e .  Par cont re ,  e l l e  représente  une 

proport ion des l i p i d e s  t r o p  élevée pour ne conteni r  - que des  g lycol ip ides  : e l l e  

e s t  sans doute polluée p a r  des t r a c e s  de l i p i d e s  neut res  e t  de phospholipides. 
* '  I "._ . 
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Nous pouvons malgré ce la  comparer de manière s i g n i f i c a t i v e  les r é s u l t a t s  obte- 

nus dans l e s  d ive r s  types de c u l t u r e ,  é t a n t  donné que nous avons analysé tous  

nos e x t r a i t s  de manière rigoureusement semblable. 

On peut  cons ta ter  que c e t  ensemble de l i p i d e s  évolue différem- 

ment dans l e  Champignon suivant  que ce lu i -c i  s e  développe à l ' o b s c u r i t é  ou 

sous éclairement. Dans l e s  c u l t u r e s  s t é r i l e s ,  on observe ( f i g u r e  22') une bru- 

t a l e  ba i s se  de l a  teneur mycélienne e t  mêm,e de l a  quan t i t é  de " f rac t ion  2" 

par  u n i t é  c u l t u r a l e  e n t r e  l e s  8ème e t  9ème jours. Cet te  d i s p a r i t i o n  de "qly- 

col ip ides"  correspond à l ' i n f l e x i o n  de l a  courbe de croissance ( f igure  16) 

cons ta tée  à ce s t ade  du développement. Le Champignon a a l o r s  épuisé une grande 

p a r t i e  des sources de carbone contenues dans l e  mi l i eu  de c u l t u r e  (MONOD, 

1941) e t  d o i t  s ' adap te r  à l ' a s s i m i l a t i o n  d ' a u t r e s  corps  ; il u t i l i s e  p a r t i e l -  

lement s e s  réserves  glucidiques,  e t  en p a r t i c u l i e r  l e s  g lyco l ip ides ,  comme 

sources d 'énergie .  Ensuite ,  il accumule à nouveau activement des  l i p i d e s  de 

l a n f r a c t i o n  2"  jusqu'à l a  f i n  de s a  cro issance  ; on peut  en p a r t i c u l i e r  remar- 

quer s u r  l a  f igure  25, que l a  courbe d'accumulation de ces  corps  dans chaque 

un i t é  de cu l tu re  e s t ,  après le  9ème jour ,  pratiquement p a r a l l è l e  à ce q u ' e l l e  

é t a i t  avant l e  8ème. M i s  à p a r t  " l ' a c c i d e n t "  e n t r e  ces  deux p o i n t s ,  il y a 

donc synthèse régu l i è re  au cours de t o u t  l e  développement mycélien. 

Jusqu'au 7ème jour de cro issance ,  les l i p i d e s  des  mycéliums f e r -  

t i l e s  contiennent une proport ion de " f rac t ion  2" comparable e t  même p a r f o i s  

supérieure à c e l l e  qu'on trouve dans l e s  cu l tu res  s t é r i l e s .  Ce t t e  proport ion 

s ' aba i s se  dès l ' a p p a r i t i o n  des  premiers pér i thèces  ( f i g u r e  20) e t  l a  teneur  

mycélienne d é c r o î t  brutalement e n t r e  l e s  7ème e t  9ème jours ( f i g u r e  22) , p lus  

v i t e  encore que dans l e s  colonies  végétant  à l ' o b s c u r i t é .  M a i s  i c i ,  c e t t e  

b a i s s e  continue ensu i t e ,  même s i  e l l e  s e  r a l e n t i t  : l e  catabolisme l 'emporte 

toujours  su r  1 'anabolisme, puisque l a  quan t i t é  de l i p i d e s  p a r  f i o l e  demeure 

à peu p rès  cons tante  a l o r s  que l e  poids  de mycélium sec c r o î t  ( f igure  22). Un 

phénomène analogue e s t  d é c r i t  par  MILLS e t  a l .  (1974) l o r s  de l 'enkystement du 

W < O & & ~  c3?lehc~unÜ. Il est a l o r s  poss ib le  que not re  Champignon u t i l i s e  

c e t t e  réserve de glucides que cons t i tuen t  l e s  g lycol ip ides  pour l ' é d i f i c a t i o n  

des épaisses  p a r o i s  des  organes reproducteurs,  de l a  même manière que l e  

B & l A ; t O ~ d h & k L  c 3 ? l m u d  (MILLS e t  CANTINO, 1978, 1980) . 

La "Fraction 3" con t i en t  au minimum 92 % du phosphore l ip id ique  

t o t a l .  E l l e  e s t  exclusivement cons t i tuée  de phospholipides. E l l e  auss i  évolue 

différemment su ivant  que le  mycélium dont e l l e  e x t r a i t e  s e  développe à l 'obs-  

c c r i t é  ou sous photopériode. Dans les c u l t u r e s  s t é r i l e s ,  la proport ion de 



FIGURE 23 : EVOLUTION DE LA TENEUR MYCELIENNE 
EN PHOSPHOLIPIDES (FRACTION 3)  
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phospholipides, proche de 40 % au 5ème jour ,  s ' a b a i s s e  rapidement jusqu'au 

6ème jour ,  puis  p l u s  lentement e t  t r è s  régulièrement ( f i g u r e  20)  ; ce la  s e  

t r a d u i t  p a r  une teneur  mycélienne d'abord en ba i s se ,  pu i s  s ' é l e v a n t  jusqu'au 

8ème jour e t  demeurant à peu p r è s  constante ensui te  ( f i g u r e  23)  : l e  métabo- 

lisme du Champignon a t t e i n t  a l o r s  un niveau s t a b l e  e t  l a  s t r u c t u r e  c e l l u l a i r e  

des p c r t i o n s  d'hyphes ac t ives  s u b i t  vraisemblablement peu de va r i a t ions .  Par 

cont re ,  l a  production des pé r i thèces  e t  ascOspores pa r  l e s  c u l t u r e s  é c l a i r é e s  

s e  t r a d u i t  à nouveau par  de profonds changements du métabolisme l ip id ique  : 

en début de cro issance ,  l e  Champignon f e r t i l e  accumule des teneurs  assez f o r t e s  

de phospholipides, nettement supér ieures  à c e l l e s  des  mycéliums s t é r i l e s .  Ces 

phospholipides sont  en grande p a r t i e  incorporés dans l e s  membranes des orga- 

n i t e s  t r è s  nombreux dans ces mycéliums à cycle  c i t r i q u e  p lus  a c t i f .  Dès l a  

maturation des premiers pé r i thèces  (8ème jour)  l a  proport ion de " f rac t ion  3" 

s ' a b a i s s e ,  dans l 'ensemble des l i p i d e s  ( f i g u r e  20)  comme dans l e  mycélium ( f i -  

gure 2 3 1 ,  e t ,  au 10ème jour, dev ien t  i n f é r i e u r e  à c e l l e  qu'on trouve dans l e s  

cu l tu res  s t é r i l e s .  A ce  s tade ,  l 'accumulation de phospholipides cesse e t  même 

leu r  q u a n t i t é  par u n i t é  c u l t u r a l e  d é c r o î t ,  pu i s  r e s t e  cons tante ,  malgré l a  

croissance du mycélium : ce la  montre clairement que l a  dégradation l 'emporte 

s u r  l a  synthèse ( f i g u r e  2 3 ) .  HENRY e t  HALVORSON (1973) observent  auss i  que l a  

synthèse de phospholipides se  r a l e n t i t  l o r s  de l ' a p p a r i t i o n  des  ascospores du 

Sacchomyce?l ~ m e v d k e ,  a l o r s  que c e l l e  des  l i p i d e s  neut res  continue. CHAVANT 

(1979) a  constaté un phénomène analogue l o r s  de l a  sporula t ion  de l'Ahp&toU.UA 

U C ~ C C U A .  FAYRET (1975) d é c r i t  une diminution de l a  r i chesse  en l i p i d e s  po- 

l a i r e s  du GnamovLia LepTohTyh l o r s  de l a  maturation de  s e s  pé r i thèces ,  mais 

c e t t e  b a i s s e  e s t  s u r t o u t  sens ib le  dans l e s  cu l tu res  à ascocarpes s t é r i l e s .  

L'ensemble du mycélium du L e p t o ~ p h a m i a  Typhae con t i en t  a l o r s  une 

f o r t e  proport ion d 'organes à a c t i v i t é  métabolique r é d u i t e  : enveloppe pé r i thé -  

c i a l e ,  ascospores ; une étude en microscopie électronique montrera i t  s i  c e s  

c e l l u l e s  son t  pauvres ou r i ches  en membranes ; a p r i o r i ,  on peu t  supposer 

q u ' e l l e s  en recè lent  peu, é t a n t  donné l e u r  é t a t  de semi-dormance, ce qui  expl i -  

q u e r a i t  par t ie l lement  l 'abaissement de l a  teneur t o t a l e  en phospholipides. 

LEVY e t  ELLIOTT (1968) ont  montré que l e s  phospholipides provenant 

d 'o rgan i t e s  lysés  peuvent ê t r e  u t i l i s é s  pour l a  synthèse des  t r i g l y c é r i d e s .  Ce 

f a i t  pe rmet t r a i t  de r e l i e r  l a  r i chesse  en l i p i d e s  neu t res  des  cu l tu res  f e r t i l e s  

à l a  diminution de l e u r  teneur en phospholipides. 
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Enfin, il convient de rappeler que l'activité du métabolisme inter- 

médiaire se situe a un niveau élevé, et une partie au moins du phosphore lipi- 

dique peut être utilisée pour la synthèse d'A.T.P. NISHI (1960) a d'ailleurs 

observé de même une baisse de la teneur en phospholipides des spores de 

llhpe.hg&bA nig&'t lors de leur germination, processus très exigeant en énergie, 

comme l'ascosporulation. 

II. 2.2 - "LA FRACTION 1'' 

La composition globale de cette "fraction" en acides gras est sur 

le plan qualitatif tout a fait semblable a celle des lipides totaux (tableau 19). 
Quantitativement, on remarque qu'elle est plus pauvre en acides poly insaturés 

et que son "indice d'insaturation" est toujours plus faible. Par contre, l'évo- 

lution globale est tout a fait parallèle à celle de l'ensemble des lipides : au 

moment de l'apparition des premiers périthèces, les acides gras des mycéliums 

fertiles deviennent plus riches en acides insaturés et leur indice d'insatura- 

tion s'élève pour demeurer toujours plus fort que celui des cultures maintenues 

à l'obscurité. Les lipides neutres, majoritaires dans le "pool" des lipides, 

reflètent les variations de l'ensemble. 

Ainsi que le montre le tableau 20 nous avons séparé la Fraction 1 

en 7 sous-fractions : 

- hydrocarbures (plus peut-être quelques traces de caroténoïdes) ; 
- esthrs de stérols et d'acides gras ; 

- triglycérides ; 
- stérols libres ; 
- diglycérides ; 
- monoglycérides ; 
- acides gras libres. 

Ces divers corps sont les lipides neutres habituellement reconnus 

chez les Champignons, hormis les monoglycérides qui semblent être absents, ou 

du moins ne sont pas décelés chez le Phycomycu b&huleeanun (CHENOUDA, 19701, 

le Phyma;taa%chum omvUvotrum (G~NASEKARAN et ai., 1974) , le Cha&omium cockeoida 

(SAFE et BREWER, 1973) , le Gnomoda kkp;tob;tyh (FAY RET, 1975) ; ils sont par 

contre mis en évidence chez le P~~~ & & i h ~ n  (BOWMAN et MUMMA, 1967) , le 
R k i z u p l ~  m k i z u n  (GUNASEKARAN et al. , 1972) , le T&ho.thecium /robeun (SAN- 

CHOUE, 1970), certaines levures (PITRYuK et ZVIAGINTSEVA, 1976) etc... Ces 

corps se forment 21 partir des diglycérides par des voies secondaires du méta- 

bolisme lipidique (MAZLIAK, 1967) ce qui explique les résultats contradic- 
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t o i r e s  obtenus par l e s  d ivers  chercheurs : il e s t  poss ib le  en p a r t i c u l i e r  que 

l e s  condit ions de c u l t u r e  (mi l i eu ,  température, e t c  ... ) i n f l u e n t  su r  l a  syn- 

thèse  des monoglycérides par  l e s  Champignons. Le Ltp,t~dph.a&a fyphae, au  cours 

de nos expériences, en cont ient  toujours  une f a i b l e  proport ion,  d ' a i l l e u r s ,  en 

général  in fé r i eu re  à c e l l e  qui  appara î t  dans l e  tableau 20 ; en e f f e t ,  l a  chro- 

matographie sur  couche mince montre que c e t t e  "sous-fraction" e s t  souvent 

polluée p a r  de p e t i t e s  t r aces  de d ig lycé r ides ,  s t é r o l s  e t  t r i g l y c é r i d e s  q u i  ne 

son t  séparés du F l o r i s i l  que p a r  l e  solvant  no 6 .  

Les t r i g l y c é r i d e s  cons t i tuen t  toujours  l a  sous-fract ion l a  p l u s  

abondante des  l i p i d e s  neut res ,  r é s u l t a t  t o u t  à f a i t  c l a s s ique  (WEETE, 1974). 

Les d i f férences  e n t r e  l e s  c u l t u r e s  f e r t i l e s  e t  s t é r i l e s  sont  toujours  f a i b l e s ,  

mais l e  Champignon semble accumuler une p l u s  grande proport ion de ces  corps 

l o r s q u ' i l  forme des pér i thèces  (8ème-9ème jours)  puis  il l e s  u t i l i s e  p a r t i e l -  

lement l o r s  de l a  maturation des  ascospores (10ème-12ème j o u r s ) .  Les digly-  

cé r ides ,  q u i  jouent essent ie l lement  l e  r ô l e  d ' in termédia i re  dans l e  métabo- 

lisme des t r i g l y c é r i d e s ,  évoluent de manière grossièrement p a r a l l è l e  à ces  

derniers .  

Le t ab leau  20 confirme l ' i d é e  t r è s  prudemment avancée par  VAN- 

DEWALLE (1973) : l e s  c u l t u r e s  s t é r i l e s  contiennent  p l u s  de s t é r o l s  que l e s  

mycéliums f e r t i l e s  e t  chez e l l e s  l a  por t ion  e s t é r i f i é e  e s t  p lus  importante. 

Le Champignon u t i l i s e  donc p lus  rapidement s e s  s t é r o l s  l o r s q u ' i l  s e  reprodui t  : 

ceux-ci s e r v i r a i e n t - i l s  à l a  synthèse d'hormones sexuel les  ? C'es t  une des  

quest ions que nos t ravaux a c t u e l s  e r  à v e n i r  s ' e f fo rce ron t  de résoudre. 

La sous-fract ion q u i  permet l e s  conclusions l e s  p lus  n e t t e s  e s t  

c e l l e  des ac ides  g ras  l i b r e s  ( t ab leau  21). Ces corps son t  à l a  f o i s  l e s  pré-  

curseurs  des  g lycér ides  e t  e s t e r s  e t  l e s  p rodu i t s  de l e u r  dégradation. Ils 

peuvent donc indiquer l e  degré d ' a c t i v i t é  du métabolisme l ip id ique  de l 'o rga-  

nisme. Jusqu'au 7ème jour de c u l t u r e ,  i l s  s o n t  plus abondants lorsque l e  

Champignon végète à l ' o b s c u r i t é .  Mais, après  l ' a p p a r i t i o n  des premiers pé r i -  

thèces ,  c ' e s t  au c o n t r a i r e  dans les mycéliums f e r t i l e s  qu'on en trouve l a  p lus  

grande quant i té .  Ce t t e  augmentation coïncide avec l a  phase de s t imula t ion  de . 

l ' "ac ide-gras  synthétase" ( f i g .  19) e t  é t a i t  donc p r é v i s i b l e .  Il s e  p o u r r a i t  

qce ces ac ides  qras jouext un r ô l e  de r é se rve  dans l e s  ascospores du Lt,cda- 

,c aphamia  Zyphae, comme i ls  l e  f o n t  dans les spores de ilAckeya, où i l s  cons- 

t i t u e n t  50 % des l i p i d e s  (LAW e t  BURTON, 1976) . 

Dans les mycéliums s t é r i l e s ,  l a  p lus  f a i b l e  proport ion d ' ac ides  

g ras  l i b r e s  e s t  à rapprocher de l ' a c t i v i t é  p lus  in tense  du cycle glyoxylique, 

responsable de l eu r  dégradation. 



TAFLEAU 2 1  
EVOLUTION DE LA COMPOSlTlOPC EN ACIDES CRAS LIBRES. 
POURCENTAGE RELAT 1 F DE CHACUN DES AC 1 DES DETECTES (KOYENNE DE 5 MESURES) , 

D. 1 .  : D,>utt< d'Insoturùciun mcyen 

---O CULTURES E C L A i U E f S  + - C"LTUR<S A L~...CUIITE 

L 4 t . 
O 1 O 

Jours 

DEGR€ D' INSATURATION DES ACIDES GRAS LIERES 

( R e p ~ é ~ e n t a t X o n  ghaplr*que de Ka d e h n i a e  Ligne du Tableau) 

C l  2 

C12:1 

c14 

C14:1 

Cl6 

clbZ1 

C1821 

C18:2 

1 9 1 .  

1 l+rtt* 

I :  

t 

t 

lS,40 

4,29 

6.13 

27,60 

31.30 

11,613 

1.31 

lfi\mc JOUR qbmf JDIW lhumt. 12Crnz JOCR .lO\'ii 

t 

t t  

t 

t t  

19,30 

5.33 

6,61 

29.08 

30.69 

8.92 

1.23 

5'\mc 

L 

2.00 

1,10 

17,OO 

1.27 

7,30 

38,36 

22,)s 

10,60 

0.95 

75na- 

L 

2.51 

1.17 

21.00 

3-07 

7,50 

32,61 

23,40 

9,72 

1.12 

C 

14.05 

3.63 

4,52 

29.40 

JOItH 

L 

15.74 

JOCR 

O 

1,SO 

0.72 

t t  

17.80 

2,07 

8.05 

37,44 

22.62 

9.50 

1.13 

JOL'R JOUR 

O 

2,14 

t t  

t 

t t  

17,55 

3.20 

3,34 

24,95 

30.84 

17,98 

1.44 

' Wnc 

L 

3.15 

1,50 

23,15 

2,61 

7,30 

34,97 

16.95 

10,OO 

1.01 

L , "  

t 

t t  

t t  

t t  

27.10 

3,02 

8.98 

42.12 

35,aO 

12.60 

1.42 

O 

t t  

t t  

t t  

t t  

25,19 

L 

2,10 

JOVR 

O 

3,lU 

t t  

1.10 

t t  

22.10 

4.99 

7.70 

25,89 

24,19 

10.84 

1.121 

- - j  L O L O O 

1."5 

i7.94 

t 

0.80 

5.37 , 4.96 

17.00 

1,77 

0,84 

1.01 

t t  

t t  

t 

24,51 

2.32 

8,74 

43,71 

15.40 

4.30 

0.90 

1.00 

t 

27.57 

3.57 

9.57 

39.05 

16.86 

2.38 

0,83 

19,47 

5,69 

5.56 

32.02 

24.58 

10.57 

1,19 

4.63 

118.89 

37.96 

17,40 

1.52 

t t  

21.10 

5,34 

6.00 

32.34 

23.64 

8,60 

1,11- 

12,60 

39,31 

t 

t t  

t 

t t  

23.14 

7.17 

3,99 

24,56 

30.34 

10,79 

1.25 

t 

t. 

19,96 

2.41 

4.29 

33,53 

31.74 

8.07 

1.24 



Aux Sème e t  6ème jours  de c u l t u r e ,  l a  r é p a r t i t i a n  des d i f f é r e n t e s  lon- 

geurs de chaîne v a r i e  peu, que l e  Champignon reçoive un éclairement ou demeure à 

l ' o b s c u r i t é .  Par con t re ,  lorsque l e s  pé r i thèces  conmencent à s e  former (7ème-8ème- 

. .  9ème j o u r s ) ,  on peut remarquer que l a  r i chesse  en ac ide  palmitique (C ) l i b r e  16 
e s t  p l u s  grande dans l e s  mycéliums f e r t i l e s  : c e t  ac ide ,  que l ' o n  peut  q u a l i f i e r  

de "juvénile",  e s t  l e  précurseur de t o u t  l e  groupe des  C (LEDERER, 1967 ; 
18 

MAZLIAK, 1968) e t  s a  présence e s t  donc l ' i n d i c e  d 'une a c t i v i t é  de synthèse 

in tense .  De tous l e s  acides l i b r e s  insa tu rés ,  seul  l ' o l é i q u e  (C18,1) se  t rouve 

en p l u s  f o r t e  proport ion dans l e s  cu l tu res  à pér i thèces ,  l e s  p lu r i - insa tu rés  

é t a n t  p l u s  abondants dans l e s  colonies s t é r i l e s  ; il en r é s u l t e  que l ' i n d i c e  

d ' i n s a t u r a t i o n  des ac ides  gras  l i b r e s  e s t  a l o r s  p lus  f a i b l e  dans l e s  mycéliums 

c u l t i v é s  sous photopériode : les désa tu ra t ions  e t  dégradations son t  par t ie l lement  

masquées par  l a  f o r t e  é l éva t ion  de l ' a c t i v i t é  "acides-gras synthétasique".  Mais, 

après  l e  9ème jour, lorsque s ' a c c r o î t  rapidement l e  nombre des appare i l s  sexués, 

l a  tendance e s t  inversée : c ' e s t  dans l e s  c u l t u r e s  s t é r i l e s  qu'on trouve l e s  

proport ions l e s  p lus  élevées d ' ac ides  palmitique e t  o lé ique ,  a l o r s  que l e s  poly- 

i n s a t u r é s  s e  rencontrent  en p l u s  grande quan t i t é  dans l e s  mycéliums por teu r s  

d 'ascocarpes ; ce la  coïncide chez ces d e r n i e r s  avec une s t a b i l i s a t i o n  de l ' a c t i -  

v i t é  de synthèse q u i  redémarre au  con t ra i r e  dans l e s  cu l tu res  végétant  à l ' obs -  

c u r i t é  ( f i g .  19, p. 97) e t  une accé lé ra t ion  de l a  dégradation des l i p i d e s  ( f i g .  

17, p.  92 ) .  L ' indice d ' i n s a t u r a t i o n  de ces  ac ides  g r a s  l i b r e s  tend à augmenter 

jusqu'au 12ème jour,  a l o r s  q u ' i l  diminue s i  l e  Champignon ne p rodu i t  pas de 

pér i thèce .  L'ensemble de ces observations confirme donc nos r é s u l t a t s  a n t é r i e u r s  

e t  montre clairement l ' e x a c t i t u d e  de not re  conclusion : l e  "turn-over" des  li- 

p ides  e s t  p lus  rapide  chez l e  LepXoaphaehia Xyphae lorsque c e l u i - c i  se  reprodui t .  

11.2.3 - LA "FRACTION I I "  

Cette f r a c t i o n  con t i en t  toujours une f a i b l e  proport ion du phosphore 

l ip id ique  t o t a l  ( e n t r e  4 e t  8 % ) .  En C.C.M. on observe t r o i s  groupes de subs- 

tances ,  correspondant aux sous-fract ions (1) (2)  e t  (4 )  obtenues pa r  chroma- 

tographie sur  colonne de DEAE-CePlulose : 

(1)  3 spo t s  peu importants aux Rf : 0,60 - 0,  65 e t  0,70. Diffici lement déce- 
l a b l e ~  à l a  vapeur d ' iode ,  ces  corps r éag i s sen t  faiblement à l ' o r c i n o l  e t  à 
l ' a -naphtol ,  pas du t o u t  au r é a c t i f  de DITTMER e t  LESTER. Présents  en f a i b l e s  
q u a n t i t é s ,  i ls  semblent donc conteni r  une p e t i t e  proport ion de glucides e t  pas 
du t o u t  de phospkcre , ou t r è s  peu. 

1 spo t  t r è s  ne t  à Rf:0,54. Ce corps,  ou c e  groupe de corps,  e s t  fortement 
coloré  par  l ' o r c i n o l  e t  l ' a -naphtol .  Son Rf , comparé à c e l u i  des  p rodu i t s  
"pursn du commerce, l ' a s s i m i l e  aux monoglycosyl-diglycérides. 
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(2)  1 s e u l  spot très net  de Rf 0,33, r éag i s san t  à l ' o r c i n o l  e t  à l 'a-naphtol .  
Nous l ' avons  ass imi lé  aux diglycosyl-diglycérides. 

(4 )  su ivant  l e  c a s ,  c e t t e  sous-fract ion comprend de 2 à 5 spo t s  de t r è s  f a i -  
b l e  i n t e n s i t é  ; p l u s  ou moins décelables par  l a  vapeur d ' iode ,  i l s  s o n t - s i t u é s  
à des Rf assez bas  : 0,05 à 0,15. Parmi eux, se  t rouvent  des  corps r éag i s san t  
au r é a c t i f  de DITTMER e t  LESTER : . i l  s ' a g i t  vraisemblablement de c a r d i o l i p i -  
des (CL, ou DPG). Il se p o u r r a i t  auss i  que c e t t e  sous-fract ion recè le  des  
su l fo l ip ides .  Mais, comme nous l ' o n t  montré nos pesées e t  nos dosages à i ' a -  
c ide  sulfurique-bi chromate de  potassium (AMEXTA, 1964) e l l e  ne représente  
qu'une f a i b l e  p a r t i e  de l-a " f rac t ion  II" (moins de 10 % )  e t  par  conséquent 
environ 1 % des l i p i d e s  to taux.  Nous l ' avons  considérée comme négl igeable ,  
d ' a u t a n t  q u ' e l l e  p e u t  ê t r e  pol luée  par  d ive r s  s e l s  (KATES, 1971). 

Il e s t  évident  que not re  détermination des  g lycol ip ides  e s t  discu- 

t a b l e ,  puisque nous nous sommes uniquement basé s u r  l eu r  Rf dans no t re  s o l -  

vant ; nous avons a u s s i  négl igé  une p a r t i e  de ces  corps s i t u é s  à un Rf é levé .  

Mais, é t a n t  donné l a  t r è s  grande v a r i é t é  de g lycol ip ides  m i s  en évidence chez 

l e s  Champignons : s téry l -g lycos ides ,  mannolipides, cerebros ides ,e tc  ... dont 

l ' a n a l y s e  peut ê t r e  longue e t  complexe, nous n'avons pas jugé u t i l e  d ' a l l e r  

p lus  l o i n  dans n o t r e  étude. En e f f e t ,  l e u r  importance q u a n t i t a t i v e  ne permet 

pas a p r i o r i  de l e u r  a t t r i b u e r  un grand r ô l e  dans l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuée 

du Champignon. Nous pensons malgré t o u t  d ' o r e s  e t  d é j à  que ce problème e s t  à 

r evo i r  l o r s  d 'é tudes  u l t é r i e u r e s .  En p a r t i c u l i e r ,  nous estimons que l a  

"Fract ion II" e s t  polluée p a r  des t r a c e s  de l i p i d e s  neut res  e t  phospholipides. 

Nous avons résumé dans l e  tableau 23 l e s  r é s u l t a t s  de nos dosages 

des sous-fract ions (1)  e t  (2 )  par  l a  méthode de GALANOS e t  KAPOULAS (1965), 

q u i  m e t  en évidence l a  teneur en glucides.  Assimilant l a  "sous-fract ion ( 2 ) "  

aux diglycosyl-glycérides,  nous avons considéré que chaque molécule de ces  

corps contenait  deux f o i s  p l u s  de glucides que ceux de l a  "sous-fraction ( 1 ) "  

e t  nous avons c o r r i g é  nos c h i f f r e s  en conséquence a f i n  de l e s  ramener à l a  

propor t ion  de l i p i d e s  l a  p l u s  proche poss ib le  de l a  r é a l i t é .  Nous constatons 

que l e  Champignon cont ient  toujours  une p l u s  grande quan t i t é  de "monoglyco- 

syl-diglycérides",  q u ' i l  s o i t  f e r t i l e  ou s t é r i l e .  Par cont re ,  il appara î t  que 

l a  "sous-fraction (1)" devient  p lus  importante quanti tat ivement dans l e s  my- 

céliums producteurs de pé r i thèces  ; s i  l ' o n  considère que l e s  "monoglycosyl- 

d ig lycér ides"  sont  des  précurseurs des "diglycosyl-glycérides", nous avons . 

i c i  encore une preuve de l ' a c c é l é r a t i o n  du métabolisme l ip id ique  l o r s  de l a  

reproduction sexuée ; s i  l'on aciulet que l e s  "diglycusyi-glycérides1' cons t i -  

r t uen t  l e s  g lycol ip ides  "adul tes" ,  leur  d i s p a r i t i o n  r e l a t i v e  au cours de l a  
I' - - formation des ascocarpes e s t  en  p a r f a i t  accord avec not re  observation : l e s  * I 

glycol ip ides  sont remétabolisés par l e  Champignon l o r s q u ' i l  d i f f é r e n c i e  s e s  

organes reproducteurs. La diminution de l ' importance q u a n t i t a t i v e  de l a  



EVOLUTION DE LA COMPOSITION DE LA FRACTION 2 .  
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUNE DES DEUX SOUS-FRACTIONS ÉTUDIEES (MOYENNE DE 3 MESURES) 

01-0 CULTURES E C L N R E E S  
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60 
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"Fract ion  II" e n t r e  l e s  8ème e t  gène jours dans l e s  mycéliums s t é r i l e s  a f f e c t e  

également l e s  deux sous-fract ions e t  ne se  t r a d u i t  par  aucune modification qua- 

l i t a t i v e .  

La composition en ac ides  gras  de l a  "Fract ion I I "  ( t ab leau  22) mon- 

t r e  que ce l l e -c i  con t i en t  une proport ion d ' ac ides  i n s a t u r é s  souvent p lus  f a i -  

ble? que l e s  l i p i d e s  neut res .  Ce r é s u l t a t  d i f f è r e  de c e l u i  qui  a é t é  obtenu pa r  

l a  p lupar t  des au teurs  ( i n  WEETE, 1974 ; FAYRET, 1975 ; CHAVANT, 1979). Ceux- - 
c i  cons ta ten t  en e f f e t  que l e s  l i p i d e s  p o l a i r e s  on t  un indice  d ' i n s a t u r a t i o n  

toujours  p lus  élevé que l e s  neut res .  Mais, pour l a  p l u p a r t ,  i l s  analysent 

un groupe complexe de l i p i d e s  comportant une f o r t e  q u a n t i t é  de phospholipides 

e t  où l e s  g lycol ip ides  sont minor i t a i r e s .  Notre observation n ' inf i rme donc 

pas  l e s  l eu r s .  Nous constatons encore une f o i s  que l ' i n d i c e  d ' i n s a t u r a t i o n  

des l i p i d e s  des mycéliums producteurs d'ascocarpes e s t  p lus  é levé ,  l o r s  de 

l ' a p p a r i t i o n  des pé r i thèces ,  que dans l e s  cu l tu res  s t é r i l e s .  

11.2.4 - LA "FRACTION I I I "  

Cette  f r a c t i o n  e s t  l a  p lus  r i che  en acides g r a s  poly-insaturés,  en 

p a r t i c u l i e r  l inolé ique  ( C  ( tableau 24 ) .  L'évolut ion générale de sa  com- 
18:2 

p o s i t i o n  en ac ides  g r a s  e s t  semblable à c e l l e  des a u t r e s  groupes : l a  forma- 

t i o n  des  pér i thèces  s'accompagne d'une é léva t ion  de l ' i n d i c e  d ' i n s a t u r a t i o n .  

Nos analyses en C.C.M. nous ont  permis de met t re  en évidence, dans 

l a  p lupar t  des e x t r a i t s  : 

(1)  un spo t  de Rf = 0,85-0,90 peu ne t  en généra l ,  représentant  toujours  moins 
de 2 % du phosphore t o t a l  e t  pouvant ê t r e  ass imi lé  aux ca rd io l ip ides  (CL ou 
DPG) ; 

(2)  un spo t  t r è s  n e t  de Rf = 0,77-0,82 égal  à c e l u i  des  phosphatidyl-éthanol- 
amines (PE) du commerce, p o s i t i f  au r é a c t i f  à l a  ninhydrine. I l  s ' a g i t  bien 
des P.E. 

(3)  toujours  présent ,  ce s p o t ,  de Rf = 0,66-0,72 e s t  souvent d i f f i c i l e  à déce- 
l e r ,  Il correspond au phosphatidyl- inosi tol  (P I )  t r è s  courant chez l e s  Cham- 
pignons, t e l s  l e s  levures  (KANEKO e t  a l . ,  1976) ; l e  ?%balz&.m c ~ . L ~ u ~ L K M  (NOM- 
BELA-CANOet PEBERDY , 197 1 ) , 1 'Ahpm- O C ~ C W ,  l e  MUCU~L muceda (CHAVANT, 
1979) , e t c . .  . ; 
( 4 )  un spot  de Rf = 0,62-0,68, t r è s  r é a c t i f  à l a  ninhydrine : il s ' a g i t  de 
phosphatidyl-sérine (PSI peut -ê t re  polluée pa r  une f a i b l e  p a r t  de P I ,  c a r  les 
deux tâches  ( 3 )  e t  ( 4 )  sont  souvent presque confondues. Nous n'avons pas 
cherché à séparer ces  deux corps ,  ca r  l 'ensemble ne con t i en t  que 10 % au p lus  

. du phosphore r o t a l ,  ne va r i e  que faiblement au cours du développement du Leptah- 
p h h  &,*)~/~.ihae e t  ne présente donc pas un t r è s  grand i n t é r ê t  pour not re  étude ; 

(5) un spo t  t r è s  v i s i b l e ,  de Rf = 0,47-0,54 semblable 3 c e l u i  des  l é c i t h i n e s ,  
ou phosphatidyl-cholines (PC) ; 

(6)  e t  (7)  deux spo t s  de Rf = 0,30 e t  Rf=0,12 correspondant aux lyso-PE e t  



TABLEAU 24 
C ~ M P ~ S ~ T ~ ~ N  EN AC IDES GRAS DE LA FRACTION 1 I I  (PHOSPHOLIPIDES) 
POURCENTAGES RELATIFS DE CHACUN DES ACIDES GRAS DÉTECTCS (MOYENNE DE 4 F~ESURES). 

D . I .  : Degré d'Insaturation moyen 
-- 
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lyso-PC. Etant données les précautions dont nous nous sommes entouré au moment 
de l'extraction des lipides, puis pendant tout le temps de conservation des 
extraits, nous pensons que ces corps existaient réellement dans le mycélium 
vivant du Champignon et ne proviennent pas d'artefacts-dégradation enzymatique 
des PE et PC au cours des manipulations. Leur faible teneur vient étayer cette 
opinion. 

Nous n'avons trouvé aucun corps positif au réactif de la sphingosine 

(KATES, 1971). Nous pensons que le Champignon ne contient pas de sphingoli- 

pides ou tout au moins que ceux-ci sont très peu représentés dans son mycé- 

lium. 

Dans le tableau 25 nous avons résum6 l'ensemble de nos dosages. On 

peut tout de suite remarquer que la plus grande part du phosphore lipidique 

se trouve dans les PE et les PC. Ce résultat n'a rien de surprenant, puisque 

ces deux groupes de corps dominent chez tous les organismes, les Chw~ignons 

en particulier (WEETE, 1974). MANGNALL et GETZ (1973), CHAVANT (1979) ont 

constaté que plus la morphologie d'un Champignon est évoluée, plus le rapport 

PC/PE est élevé : celui des Phycomycètes et Zygomycètes est toujours inférieur 

a celui des Ascomycètes. RAMI (1976) a même montré que les structures fila- 

menteuses d'un Ascomycète contenaient plus de PE et moins de PC que ses orga- 

nes de multiplication. Nous avons donc calculé le rapport PC/PE du fep-t~h- 

p h a h  ityphae et suivi son évolution au cours du développement du Champignon : 

il correspond aux chiffres habituellement trouvés chez les Ascomycètes (CHAVANT, 

1979) ; le tableau 25 permet aussi d'observer qu'il change au cours de la 

croissance. Il est toujours plus élevé dans les cultures éclairées et il aug- 

mente encore notablement au moment de l'apparition des périthèces. La diffé- 

renciation morphologique correspond donc à une différenciation au niveau cel- 

lulaire : la composition des membranes cytoplasmiques, dont les phospholipides 

constituent la majeure partie (MAZLLAK, 19671, se modifie lors de la formation 

des organes sexués. L'augmentation de la teneur en PC de ces membranes a vrai- 

semblablement une relation avec l'élévation de l'indice d'insaturation et de 

la teneur en acide linoléique de l'ensemble des lipides du Champignon : il est 

en effet prouvé que les PC sont impliquées dans la biosynthèse du linoléate 

chez 1 ' h p U ~ g U  ct~htraceud (CHAVANT et al., 1979) comme chez le Mucok 

~ C ~ O h U A  (CHAVANT et al., 1979) , le Tournesol (STYMNE, 1978) ou le Soja 
(KATES et al., 1978). BEN ABDELKADER et al. (1973), GURR et al. (1969) avaient 

déja montré que les PC exercent un rôle important dans l'activité des désa- 

î;,:.. , turases microsomales. . a- 

', J.:!t. i ' 
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La reproduction sexuée du Lqx toaphamia  ;typhae ne provoque appa- 

remment que de médiocres changements dans le développement du Champignon : 

la masse de matière sèche varie fort peu. Mais notre étude montre 3 l'évi- 

dence que le métabolisme cies lipides est profondément modifié lors de l'in- 

duction morphogénétique : malgré une forte stimulation de la biosynthèse de 

ces corps, leur teneur mycélienne diminue nettement ; corrélativement, leur 

indice d'insaturation s'élève, ce qui prouve qu'ils sont oxydés et catabo- 

lysés encore plus vite qu'ils sont synthétisés. Une analyse plus fine de 

leur composition montre que les lipides de réserve (glycérides) continuent 

a s'accumuler, mais que par contre les lipides membranaires : stérols, lipi- 
des polaires, sont profond6ment modifiés. La teneur mycélienne en lipides 

polaires s'abaisse, leur composition se modifie : cela confirme un changement 

du métabolisme cellulaire que la première partie de notre Thèse laissait 

entrevoir. Il est certain que ce travail doit maintenant être approfondi par 

l'utilisation des techniques de la Biologie cellulaire (éléments marqués, 

microscopie électronique, etc ... 1 afin de préciser les mécanismes de ces 

changements et d'essayer de comprendre quel est le processus physiologique 

qui les déclenche. Il faudrait en particulier situer la zone du mycélium où 

se produisent ces modifications : sont-elles le fait des filaments végétatifs 

gamétophytiques, de l'enveloppe périthéciale, elle aussi gamétophytique, ou 

du sporophyte ascogène ? Ou bien l'apparition de ce dernier provoque-t-elle 

un remaniement physiologique général de tout l'organisme ? 



Les chapi t res  précédents  ont  montré que l a  reproduction sexuée du 

Lcptubpha& typhae s'accompagne de profondes modificat ions de son métabo- 

l i s m e  l i p id ique .  Mais ce  r é s u l t a t  n ' a  é t é  obtenu qu'en comparant l e s  mycéliums 

obtenus dans deux condit ions de c u l t u r e  seulement. I l  n ' e s t  donc nullement 

prouvé que l e s  v a r i a t i o n s  observées a i e n t  une r e l a t i o n  d i r e c t e  avec l a  f e r t i -  

l i t é  du Champignon : e l l e s  peuvent ê t r e  purement e t  simplement l i é e s  au f a i t  

q u ' i l  végète dans un environnement d i f f é r e n t .  Afin de mettre en évidence une 

éventuel le  connexion e n t r e  l e  métabolisme l ip id ique  e t  l a  s t é r i l i t é  ou l a  

production d 'ascocarpes,  il e s t  indispensable d ' é t u d i e r  l ' e f f e t  que d ive r s  

agents  s t é r i l i s a n t s  ou f e r t i l i s a n t s  exercent s u r  l a  composition en l i p i d e s  

du Champignon. Dans ce  b u t ,  nous avons e n t r e p r i s  l ' é t u d e  de l ' a c t i o n  qu'exer- 

c e n t  s u r  l e  métabolisme l ip id ique  du LepXo4phaeA.i~ typhae l a  lumière constante 

e t  l ' a c é t a t e  de sodium, agents  s t é r i l i s a n t s ,  e t  l ' a é r a t i o n  du mycélium par  

c u l t u r e  su r  baguettes  de v e r r e ,  s t imulant  l a  reproduction sexuée. 

III,1 RESULTATS 

Pour des r a i sons  techniques -encombrement des  f i o l e s ,  volume des  

encein tes  de cul ture-  nous avons dû scinder no t re  t r a v a i l  en deux s é r i e s  

d 'expériences : 

1)  influence de l a  lumière cons tante ,  comparée à l a  photopériode 12/12 e t  à 
l ' o b s c u r i t é  ; 

2) influence de l ' a c é t a t e  e t  de l ' a é r a t i o n ,  sous photopériode 12/12 e t  sous 
obscur i t é  constante.  

Nous avons procédé des  prélèvements aux 7ème, 9ème e t  llème jours 

de développement a f i n  de s i t u e r  nos analyses peu avant -7ème jour-, pendant 

-9ème jour- e t  après -1lème jour- l e  "virage" du métabolisme l ip id ique  que nous 

avons d é c r i t  au cours des  c h a p i t r e s  1 e t  II. 



TABLEAU 26 

INFLUENCE DE LA LUMIÈRE CONSTANTE SUR LA 
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111.1.1 INFLUENCE DE L'ECJAIREMENT CONSTANT 

Nous avons résumé l e s  r é s u l t a t s  obtenus dans l e s  tableaux 26,27, 28, 

29, 30, 31, 32 e t  33. 

Le tableau 26 montre que l e  Champignon s e  développe mal dans l e s  en- 

c e i n t e s  de f a i b l e  volume que nous sonmes con t ra in t  d ' u t i l i s e r  pour ce genre de 

t r a v a i l ,  a i n s i  que nous l ' avons  dé jà  cons ta té  ( p . 5 7 )  au cours du chap i t r e  II 

de l a  première p a r t i e  de c e t t e  Thèse. Néanmoins, l e s  pé r i thèces  appara issent  

normalement au 7ème jour de c u l t u r e  dans l e s  b o i t e s  de Roux soumises à pho- 

topériode,  a l o r s  q u ' i l  ne s ' e n  forme qu'une très f a i b l e  q u a n t i t é ,  t r è s  t a r d i -  

vement, sous éclairement constant .  La teneur en l i p i d e s  des cu l tu res  végétant  

à l ' o b s c u r i t é  tend à s ' é l e v e r  après  l e  7ème jour ; l e s  mycéliums é c l a i r é s ,  au 

c o n t r a i r e ,  perdent l e u r s  l i p i d e s  e t  c e t t e  p e r t e  e s t  p lus  n e t t e  sous photopé- 

r iode .  C ' e s t  su r tou t  aux dépens des f r a c t i o n s  2 e t  3  que s ' e f f e c t u e  ce chan- 

gement. 

La composition en ac ides  gras  de l 'ensemble des  l i p i d e s  e s t  e l l e  

a u s s i  modifiée ( tableau 27) .  Le degré d ' i n s a t u r a t i o n  de ces corps dans l e s  

c u l t u r e s  sous photopériode s ' é l è v e  notablement e n t r e  l e s  7ème e t  9ème jours ,  

passant  de 1,25 à 1,36, a l o r s  que, dans l e s  mycéliums maintenus à l ' o b s c u r i t é ,  

il ne v a r i e  pratiquement pas  t o u t  au long du développement. Sous éclairement 

cons tant ,  ce c h i f f r e  s ' é l è v e  t r è s  légèrement. Ces changements sont  su r tou t  

dûs aux v a r i a t i o n s  de l a  propor t ion  d 'ac ide  l ino lé ique  (C 18:2) 

Les l i p i d e s  neut res  ( tableau 28) montrent a u s s i  des d i f fé rences  

e n t r e  l e s  3  types de c u l t u r e s  : sous photopériode, l e s  proport ions d ' a c i d e s  

g r a s  l i b r e s  e t  de d ig lycér ides  s ' é l èven t  e n t r e  l e s  7ème e t  llème jours,  a l o r s  

que l e s  t r i g l y c é r i d e s  tendent  à perdre de l eu r  importance par  rapport  aux 

a u t r e s  composants de l a  Frac t ion  1. L 'évolut ion générale appara î t  inversée 

dans l e s  a u t r e s  mycéliums, s u r t o u t  en ce qui  concerne l e s  ac ides  gras  l i b r e s .  

Malgré une proport ion élevée d 'ac ide  l inolénique (C ) ,  l e s  ac ides  g ras  t o -  
18:3, 

taux de l a  Fract ion 1  on t  un degré d ' i n s a t u r a t i o n  p l u s  f a i b l e  que ceux des 

l i p i d e s  to taux ( tableau 29) .  A p a r t i r  du 9ème jour,  il e s t  toujours  p lus  

é levé  sous éclairement qu 'à  l ' o b s c u r i t é  : il semble que l ' éc la i rement  con- 

t i n u  favor ise  l a  désa tu ra t ion  de ce type de l i p i d e s .  

Dans l a  Fract ion 2, l e  rapport  "sous-fract ion l /sous-fract ion 2" 

s ' é l è v e  brutalement dans l e s  mycéliums développés sous photopériode entre.  l e s  

7ème e t  9ème jours ,  c 'es t -à-d i re  au moment où appara issent  l e s  premiers péri- 

thèces  ; il s e  maintient  ensu i t e  à un niveau p lus  é l evé  que dans l e s  c u l t u r e s  

s t é r i l e s .  Chez ces  de rn iè res ,  on peut noter  que c e l l e s  q u i  reçoivent '  un é c l a i -  



TABLEAlJ 27 

INFLUENCE DE L A  LUMIERE CONSTANTE SUR L A  

COMPOSIT!ON El4 ACIDES GRAS DES LIPIDES TOTAUX 
(MOYENNE DE 4 MESURES) ,  

L : Lumiere constante 
12 : Photopériode 
O : Obscuritd constante 
DI : Degré d'insaturation 

i '  I I 

O 7' 9' 
* 

11' Jours 

EVOLUTION DU DEGRÉ O' I N S A T U R A T I O N  

(Repaédenbtion giraphique de la duniCrte l i g n e  du Tableau) 



TABLEAU 28 

INFLUENCE DE LA LUMI~RE CONSTANTE SUR LA COMPOSITIOFJ 

DE LA FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES) O- ( M C Y E ~ ~ N E  DE 3 PlESURES). 

S O U S - F r a c t ~ o n  

Bydrocarbures  

E s t e r s  de  s t é r o l s  

T r i g l y c é r i d e s  

S t é r o l s  

D i g l y c é r i d e s  

MonoglycBrides  

Ac ides  g r a s  l i b r e s  

L : Lumiere constante 
12 : Photopériode 
O : ObscuritB constante 

i lème JOUR 

4cico 

IABLEAU 29 
VARIATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA 

FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES) SOUS L'ACTION DE LA 

LUMIERE CONSTANTE.- (MOYENNE DE 3 i'iESURES). 

L : Lumiere constante 
12 : Photophriode 
O : obscurité constante 
DI : Degré d'Inaatuation 



TAELEAU 30 . 
VARIATIONS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES) SOUS 

L' INFLUENCE DE LA LUMIÈRE CONSTANTE. 
POURCENTAGE DES SOUS-FRACTIONS 1 ET 2 
!MO~ENNE DE 3 MESURES). 

L : L u i è r e  constante  
12 : Photopériode 
O : Obscurit4 constante  

F 

SOUS-Fraction 

1 

2  

Rapport 1/2 

EVOLUTION DU RAPPORT SOUS-FRACTION  SOUS-FRACTION 2 

(Rcpésentat ion g m p l G u e  de la d a n i S r e  &ne du T a b l u u l  

7ème JOUR 

O 

5 7 , 4  

42 .6  

1.35 

9ème JOUR 

L 

59 ,3  

40 ,7  

1 , 4 6  

1  lème JOUR 

12 

56.4 

4 3 , ~  

1 .29  

O 

5 5 , 6  

4 4 , 4  

1 ,25  

L 

64 .2  

35.a 

1 ,79  

O 

58 .0  

4 2 , o  

1,3a 

12 

8 7 , l  

i z , 9  

6 .75  

L 

6 1 . 3  

38 ,7  

1 .58  

12 

71 .9  

28.1 

2,56 



TABLEAU 3 1  
ACIDES GRAS D E  L A  FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES) 

POURCENTAGE R E L A T I F  DE CHACUN DES ACIDES DÉTECTCS 

(MOYENNE DE 3 MESURES).  

L : Lumiare c?nstante 
12 : PhotopBriode 
O : Obscurlt8 constante 
DI : Degr4 d'insaturation 

3 
I\ 0 i CONSTANTE 

b 1 I I I 

O 7' 9' 
11' Jours * 



TABLEAU 32 --- 
I N F L U E N C E  DE LA LUMIEZE :ONSTANTE SUR LA COMPOSITION 
DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES). 
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES GROUPES DE 
PHOSPHOLIPIDES DETECTE.- (WOYENNE DE 3 XESURES). 

C.L. : Cardiolipides P.C. : Phosphatidyl-cholines 
P.E. : phosphatldyl-étamlamines L.P.E. : ~ysophosphatrdyl-6thanolamines 
P.S. : Phosphacidyl-sdrines L.P.C. : Lyso-phosphatidyl-cholines 
P.L. : ~hosphacidyl-inositol 

L : Luniere constante 
12 : Photopérrode 
O : Obscuritd constante 

LI CONSTANTE 

PHOTOPERIOOI  

O .CONSTANTC 

EVOLUTION DU RAPPORT PC/PE 

(Rept iCdeWon gmpkique de la dmnièhe Ligne du Tableau) 



TABLEAU 33 
INFLUENCE DE LA LUMIERE CONSTANTE SUR LA COMPOSITION 
EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES), 

L : L u r e  constante 
12 : Photoperiode 
O : Obscwite constante 

I r '  I 

O 7' - 11. ~ouro*  



rement constant  r e c è l e n t  une propoxtion de "sous-fxaction 1" Xégerement p lus  

f o r t e .  La composition en ac ides  g ras  de la  Fract ion 2 e s t  indiquée dans l e  

tableau 31 : on cons ta te  dès l ' abord  que l e  degré d ' i n s a t u r a t i o n  de ces  

l i p i d e s  e s t  t r è s  f a i b l e  comparé -à c e l u i  d e s  l i p i d e s  to taux,  comme nous 

l 'avons dé jà  cons ta té  au cours du chap i t r e  II ; on remarque a u s s i  q u ' i l  e s t  

p lus  é levé  dans les cu l tu res  f e r t i l e s  ap rès  l e  7ème jour. 

On peut observer dans l e  tableau 32 que, dans l a  F rac t ion  3 ,  l e  

rapport  PC/PE augmente dans l e s  cu l tu res  f e r t i l e s  au moment de l ' a p p a r i t i o n  

des pér i thèces  ; sous lumière constante,  il semble peut-être y avo i r  une 

légère st imulat ion de l a  synthèse de PC, mais en t o u t  cas t r è s  i n f é r i e u r e  à 

c e l l e  q u i  e s t  v i s i b l e  sous photopériode. Les phospholipides son t  toujours  t r è s  

r iches  en acide l ino lé ique  (C 1, e t  il en r é s u l t e  que l e u r  degré d ' insa tu -  
18 : 2 

r a t i o n  e s t  t r è s  é l e v é ,  su r tou t  dans l e s  mycéliums f e r t i l e s  après  l e  7ème jour ; 

on ne note pratiquement pas de d i f fé rence  e n t r e  l e s  c u l t u r e s  sous éclairement 

constant ou à l ' o b s c u r i t é .  

111.1.2 INFLüENCE DE L'ACETATE ET DE L'AERATION 

Nous avons s t é r i l i s é  complètement l e  L e p X ~ h p h L z U r h  Xyphae  en l e  

f a i s a n t  développer s u r  une décoction d 'avoine  contenant 1 % d ' a c é t a t e  de so- 

dium. Inversement, nous avons st imulé sa  f r u c t i f i c a t i o n  en in t rodu i san t  dans 

un a u t r e  l o t  de b o î t e s  de Roux des  baguet tes  de ve r re  de 6 mm de  diamètre q u i  

f a c i l i t a i e n t  l e  con tac t  du mycélium avec l ' a i r .  Nous avons comparé l e s  l i p i -  

des du Champignon a i n s i  c u l t i v é  à ceux du même microorganisme ayant  végété 

dans des  condit ions "normales" s u r  décoction d 'avoine,  sous photopériode e t  

à l ' o b s c u r i t é  constante (vo i r  l e  chap i t r e  1 de l a  première p a r t i e  de c e t t e  

Thèse).  Les r é s u l t a t s  sont résumés dans l e s  tableaux 34, 35. 36, 37, 38, 39, 

40 e t  41. 

On cons ta te  ( tableau 34) comme dans l e  premier chap i t r e  de no t re  

t r a v a i l ,  que dans un premier temps l ' a c é t a t e  r a l e n t i t  l a  c ro issance  du Cham- 

pignon, p u i s  l ' a c c é l è r e  ; il inhibe  complètement l a  production de pé r i thèces ,  

au moins jusqu'au llème jour de cu l tu re  ; il i n d u i t  en f in  une Blévation de l a  

teneur mycéiienne en  l i p i d e s ,  c e  qu i  é t a i t  t o u t  O f a i t  p r é v i s i b l e ,  é t a n t  

donné l e  r ô l e  q u ' i l  joue dans l a  synthèse de tous c e s  corps (LEDERKR, 1967 ; 

MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974). L 'aéra t ion  r é d u i t  légèrement l e  rendement en 

masse sèche ; par con t re ,  l e s  premier.; pé r i thèces  appara issent  s u r  l e  mycélium 
i .  

dès  l e  6ème jour d e  cu l tu re ,  s o i t  24 heures p lus  t ô t  que dans l e s  f i o l e s -  

t&moins, e t  leur  nombre e s t  nettement p l u s  élevé. Nous remarquons que, c u l t i v é  



TABLEAU 34 
INFLUENCE DE L'AERATION ET DE L'AC~TATE SUR LA CROISSANCE ET 
LA TENEUR EN LIPIDES DU "LEPTOSPHAERIA TYPHAE" 

LB : Lumiere avec baquettes L : Lumiere 
OB : Obscurite avec baguettes O : Obscurite 

LA : Lvmiere avec Acetate 
OB : Obscurite avec Adtate 

11' 
Jours 

EVOLUTION DE LA TENEUR n L. 1 o. EN LIPIDES 



sur baguettes, l e  Champignon e s t  pauvre en Lipides dès l e  7ème jour sous éclai-  

rement, a lors  que l e s  mycéliums-témoins en contiennent encore 6 , 4  % .  Chez ces 

derniers,  l a  teneur lipidique s 'abaisse au 9ème jour e t  devient inférieure à 

ce l le  des cultures maintenues à l 'obscuri té ,  phénomène déjà déc r i t  au cours 

du chapitre 1 de ce t t e  deuxième part ie .  

La présence d 'acétate  dans l e  milieu induit  une élévation de l a  

proportion de l ipides neutres, celle-ci  pouvant a t te indre 90 % du t o t a l  à 

l 'obscuri té .  Sous photopériode, ce phénomène e s t  un peu moins net .  Le déve- 

loppement sur baguettes de verre entraîne aussi  chez l e  Champignon une légère 

augmentation du pourcentage de l ipides neutres. Sur milieu-témoin, les  résul- 

t a t s  reproduisent dans leurs grandes l ignes ceux qui ont é t é  décr i t s  dans l e s  

chapitres précédents. 

Dans l e s  l ipides totaux, l ' acé ta te  provoque un abaissement du degré 

d' insaturation concomittant à une augmentation de l a  proportion en acide pal- 

mitique (C16) ,  r é su l t a t  plus net après l e  7ème jour de culture,  lorsque l e  

Champignon s'adapte à cet te  source de carbone. L'aération, au contraire,  élève 

l e  degré d' insaturation avec une augmentation de teneurs en acides linoléique 

e t  linolénique (tableau 3 5 ) .  Ces observations sont valables aussi  bien à l 'obs- 

curi té  que sous photopériode. Dans les  mycéliums-témoins, l 'évolution des 

acides gras es t  conforme à c e l l e  que nous avons constatée au cours des chapi- 

t r e s  précédents : l a  formation des périthèces, après l e  7ème jour, s'accompa- 

gne dans l e s  mycéliums f e r t i l e s  (éclairés)  d'une élévation du degré d'insatu- 

rat ion des acides gras totaux. 

Dans l e  tableau 36, on observe que l a  culture sur acétate  augmente 

l a  proportion de triglycérides dans l e s  l ipides  neutres du Champignon, a lors  

que l 'aérat ion ne semble pas exercer un e f f e t  tr&s net sur ces chiffres .  Ces 

derniers s'abaissent aux 9ème e t  llème jours sous l ' e f f e t  de l'éclairement 

dans tous l e s  types de mycéliums. La lumière e t  l ' aé ra t ion  provoquent une 

augmentation du pourcentage d'acides gras l ibres ,  a lors  que l ' acé ta te  réduit  

cet te  proportion. Les acides gras des l ip ides  neutres (tableau 37) ont en 

général un degré d' insaturation plus f a ib l e  que celui  des l ipides totaux, 

mais évoluant parallèlement à ce dernier. On constate dans les  mycéliums 

cul t ivés  sur acétate l a  présence de t r a c e  d'acides à plus longue chaîne : 

Le rapport "sous-fraction l/sous-fraction 2"de 1a:Praction 2" 

("glycolipides") e s t  toujours plus élevé dans l e s  cultures sous photopériode ; 



1 I I 

O 7' 9' 
* 

11' 
Jours 

TAELEAU 35 
INFLUENCE DE L'AERATION E T  DE LIACETATE SUR LA COMPOSITION 

EN ACIDES GRAS DES LIPIDES TOTAUX. 

EVOLUTION DU DEGRÉ D ' INSATURATION 

(Rep6nentation g m p k i q u e  de la dehnièhe L i g n e  du T a b e a u )  

OA : Obscurzte avec Acétate 0.1. : Degr6 moyen d ' ïnsaturat lon 

Longueur 
de 

î12 

52:l 

5 4  

=14:1 

cI6 

c ~ ~ : ~  

'18 

c ~ ~ : ~  

D.I. 

(MOYENNE DE 3 MESURES) I 

LB : Lum~ere avec baguettes L : Lumière LA : Lurmere avec Acdtate OB : 0bscurxt6 avec 

DE CHACUN DES ACIDES GRAS DETECTES 

O 1 OA 

POURCENTAGE R E L A T I F  

JOUR 

OB LB 
I 1 lame 

LA 

JOUR 

08 

1,O 

t 

1.0 

t 

14.8 

2,s 

9.9 

23.0 

30.5 

17,3 

1,38 

9 & m e  

LA 

1.0 

t 

1,O 

t 

21.1 

2.4 

11.8 

33.9 

19,O 

8,8 

1,01 

LB 

0.7 

t 

0,7 

t 

12.7 

2,5 

6.7 

23,5 

30,9 

22,3 

1,55 

L 

t 

t 

t 

t 

12.0 

3,s 

8.9 

29,l 

30,l 

16,4 

1,42 

JOUR 

OB 

t 

t 

1,2 

t 

16.8 

2,6 

8,3 

22.7 

29,5 

18.9 

O / 

O 

t 

1,9 

t 

15,6 

3,2 

8.1 

23.5 

29,l 

17.6 

1.38 

7ame 

OA 

t 

t 

t 

t 

16,7 

2.5 

7,9 

32,O 

25.5 

15.4 

l,32 

LB ( 

1,7 

1.9 

15,5 

2,s 

6.7 

21.6 

29,7 

20.4 

O 1 
1.0 

t 

1.0 

t 

15,6 

3,1 

10,2 

22,5 

31.1 

15.5 

1,34 

1,s 

t 

0.5 

t 

14.2 

319 

6.5 

26,7 

33,8 

l2,9 

1,45 

t 

t 

t 

t 

14,3 

315 

8,7 

27.1 

34.4 

12.0 

1-35 

OA 

1 , 3  

t 

1,3 

t 

22.2 

381 

10.7 

31,5 

20.6 

9,6 

1,05 

1,O 

t 

1.7 

t 

24.8 

2,s 

10.2 

28,2 

21,7 

gr91 

t 

t 

t 

t 

13.6 

3 ~ 4  

5.8 

23.7 

32.3 

2lt2 

t 

t 

t 

t 

27.3 

3.5 

11,6 

34.8 

17,3 

5,s 

L0.99 

L 1 
0,7 

t 

0,6 

t 

12.8 

3.5 

12.2 

27.0 

28,O 

15.2 

t 

t 

1,2 

t 

12.9 

4.2 

6,3 

26.6 

34.9 

13.9 

I 

LA 

t 

t 

1.0 

t 

18.6 

2.6 

8.3 

28.0 

26.4 

15.1 

1.32 1.04 / 1.37 

obscursté 

1.55 

baquettes 

1.29 / 1.41 1.42 

O : 



TABLEAU 36 
INFLUENCE DE L'AERATION ET DE LIACETATE SUR LA COMPOSITION 
DE LA FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES), 
POURCENTAGE RELATIF DE CHAQUE GROUPE DE LIPIDES DETECTE, (MOYENNE Dg 3 MESURES), 

LB : Lumiese avec baguettes L : Lunière 
OB : Obscurite avec baguettes O : Obscuritg 

s a u ~ - P r a c t ~ o n  

Bydroca rbu res  

E s t e r s  de  s t d r o l s  

T r i g l y c d r i d e s  

S t e r o l s  

D i g l y c é r i d e s  

Monoglycér ides  

n c ~ à e s  g r a s  l i b r e s  

LA : Lumière avec Acgtate 
OA : Obscurité avec Acétate 

O 7 '  9' 11' Jours 

n L. EVOLUTION DU POURCENTAGE DE TR IGLYCER IDES 

7Sme J O U R  9ème JOUR 

L B I L  

l l è m e  J O U R  

LA 

3,O 

9,2 

60.8 

6,4 

4 , s  

2,O 

1 4 , l  

3 ,9  

6 ,41 

46,3 

11,9 

6.8 

3,6 

21.1 

1 

LB 

4.0 

6 , 1  

47,3 

14,2 

6 , 8  

6,O 

15,6 

t 

1 2 , l  

57,2 

13,9 

1 , s  

t 

t5.3 

OB 

3 , s  

13,2 

48,7 

12.8 

5 , s  

3,5 

12.8 

L 

7,2 

2 3  

46,9 

15,3 

5,9 

2 , l  

18,7 

O 

1,O 

11,8 

5 1 , l  

13,9 

3,2 

4 , l  

14.9 

OA 

1 , l  

8'0 

6 4 , 2  

5.3 

6 , l  

5.7 

9 , 6  

LA 

0,5 

3 , s  

65.7 

3,4 

7,1 

5'9 

13,9 

OB 

2,s 

8 , s  

55,9 

16.9 

4 , l  

2,6 

9 , s  

O 

t 

8 ~ 9  

57.7 

16,8 

4 , l  

3 ,8  

8 , 7  

O A I L B  L 

5 ,3  

10,2 

31.1 

14.8 

8 ,8  

8 ~ 1  

21.1 

7,8 6 , l  

LA 

û,9 

17,O 

57,8 

6.5 

3.6 

Zr4 

613 l 7 ,9  

66.7 

5,4 

4 ,8  

3,9 

6.1 

OA 

5.9 

OB 

5,O 

34.4 

1 4 , l  

8.3 

6 , s  

22,7 

O 

3.0 

55,5 

8 , l  

6 ,4  

4.9 

16.3 

6 , 8 ' 1 3 , 7  10 ,7  

54,8 1 66,7 

15,4 

3,1 

t 

l o t 0  

3,9 

7.6 

2.0 

3t.2 





TABLEAU 38 
VARIATIONS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES) SOUS L'INFLUENCE 
DE L'AERATION ET DE LIACETATE. - 

POURCENTAGES RELATIFS DES DEUX SOUS-FRACTIONS.- (MOYENNE DE 2 MESURES). 

LB : Lumière avec b a g u e t t e s  
OB : ObscuritO a v e c  b a g u e t t e s  

Sous-Fraction 1 , sous-Frac t ion  2 

Rapport  1/2 

LA : Lumière avec  AcCtate 
OA : O b s N r i t O  avec  A c é t a t e  

t m 
7' 9' 11* Jours 

EVOLUTION DU RAPPORT SOUS-FRACTION l/SOUS-FRACTION 2 

(Repufb-on ghapkique de .!a d d d e i m  -ne du Tableau) 

7ème JOUR 

L E  

64.4 

35.6 

1.31 

9ème JOUR 

L 

63.5 

36,5 

J I  
1,74 

LB 

6 8 , 8  

31,2 

2,20 

1 l&mo JOUR 

LA 

63.9 

3 6 , l  

OA 

5 7 , s  

42.5 

1.35 

L 

69,7 

30,3 I 

2.30 

LB 

71,O 

29.0 

2.45 

OB 

63.6 

36,4 

LA 

56.9 

43.1 

1.32 

OB 

70.6 

29.4 

2.40 

L 

69.9 

30.1 

2.32 

L A  

6 6 , l  

3 3 , 9  

i 1 , 9 5  I l 
1.77 1.75 1.68 1.44 

O 

62,7 

37,3 

O 

61,7 

38,3 

1,61 

OB 

69,6 

30.4 

2.29 

OA 

59.0 

41,O 

OA 

50,2 

49,8 

1,Ol 

O 

60,6 

39,4 

1.54 



TABLEAU 39 
INFLUENCE DE L'ACRATION ET DE L I A C E T A T E  SUR LA COMPOSITION 
EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 2 (GLYC~LIPIDES). 
POURCENTAGE RELATIFS DES ACIDES DETECTES (KOYENNE DE 2 MESURES), 

L9 : L u m i è r e  a v e c  b a g u e t t e s  L  : L u m i s r e  LA : L u m i e r e  a v e c  A c é t a t e  D I  : D e g r é  moyen  d ' I n s a t u r a t i o n  
OB : O b s c u r i t é  a v e c  b a g u e t t e s  O : O b s c u r i t e  OA : O b s c u r i t e  a v e c  A c é t a t e  

A c l d e  

'12 

C12:1 

C14 

'14:l 

'16 

'16: 1 

'18 

'=18:1 

'18:2 

C18:3 

D. 1. 

L 

L B  

20,3 

3 ,3  

4 ,9  

25.3 

31,2 

15.0 

1,35 

O 

21,s  

7,8 

14,8 

31,4 

16 , l  

8 ,4  

0.97 

L B  

17,8 

2.8 

12,4 

26 , l  

25,3 

15.6 

1,26 

O 

26,9 

4,O 

1 6 , l  

22.5 

19,3 

11,2 

0 ,99  

J O U R  

OB 

24,3 

6,2 

11.5 

23,3 

20,O 

14.7 

1,14 

9 s m e  

LA 

26 , l  

8 , 2  

6.3 

37,2 

17.7 

4 , s  

0.94 

OA 

27,7 

6.1 

7,8 

38 , l  

17,O 

3.3 

0,88 

L B  

18,6 

4 ,7  

10,0 

26.0 

27 , l  

13,6 

1,26 

OA 

29,9 

9.1 

12,3 

30,l  

11,2 

7,4 

0.84 

L 

20,s  

5 ,0  

11 , l  

25,O 

23,6 

14,8 

1,22 

L 

28,8 

5 ,9  

7,5 

22.0 

21 , l  

14,7 

1'14 

OA 

30,2 

5.5 

7,9 

31,4 

20,7 

4 ,3  

0,87 

J O U R  

OB 

t t t t t t t t t t t t t t . t t t t  

t t t t t t t t t t t t t t t t t t  

t t t t t t t t t t t t t t t t t t  

t t t t t t t t t t t t t t t t t t  

24,4 

5,8 

13 , l  

27,3 

17,3 

12 , l  

1,04 

L 

19,7 

6 , l  

9.3 

25,6 

24,2 

15 , l  

1,25 

7 & m e  

LA 

29,7 

6 ,3  

7;0 

22.0 

22,6 

12,4 

1,11 

1 leme 

LA 

27,2 

6 , 3  

4.0 

39,6 

19,7 

3,2 

0,95 

J O U R  

OB 

29,6 

4.7 

13,2 

28,2 

15 , l  

9 , 2  

0,91 
I 

O 

25,6 

8,7 

15,3 

29,7 

13,9 

6 ,8  

0,87 



il e s t  p lus  f o r t  que l e  témoin dans l e s  mycéliums a é r é s ,  p lus  f a i b l e  dans ceux 

ayant végété sur  a c é t a t e  ( t ab leau  381. Dans l a  composition en ac ides  g r a s  de l a  

Fract ion 2 ,  on cons ta te  ( t ab leau  39) l e s  mêmes v a r i a t i o n s  que dans l e  chap i t r e  II. 

Les phospholipides de l a  Frac t ion  3 ( t ab leau  40) contiennent  l e s  

mêmes corps que l l e s  que so ien t  l e s  condit ions de c u l t u r e ,  mais l e u r  r é p a r t i t i o n  

q u a n t i t a t i v e  e s t  d i f f é r e n t e  su ivant  l e s  cas .  En p a r t i c u l i e r ,  l a  proport ion de 

PC e t  l e  rapport  PC/PE sont  p l u s  é levés  dans l e s  mycéliums é c l a i r é s ,  l ' a é r a -  

t i o n  augmente ces c h i f f r e s ,  l ' a c é t a t e  l e s  diminue. La r é p a r t i t i o n  des  ac ides  

g ras  ( t ab leau  41) montre une prédominance de l ' a c i d e  l ino lé ique  en t ra înan t  

un degré d ' i n s a t u r a t i o n  é levé ,  mais évoluant paral lèlement à c e l u i  des l i p i d e s  

totaux. 

I I I ,  2 DISCUSSION 

De tous l e s  paramètres qu i  ont  v a r i é  au cours de c e t t e  s é r i e  d'expé- 

r i ences ,  c e l u i  qu i  exerce l e s  con t ra in tes  l e s  p lus  f o r t e s  su r  l e  métabolisme 

l ip id ique  du Champignon e s t  l ' a c é t a t e  : il provoque une f o r t e  augmentation de 

l a  teneur en l i p i d e s ,  s e  t r adu i san t  su r tou t  par  une accumulation de l i p i d e s  

neut res  e t  plus par t icul ièrement  de t r i g l y c é r i d e s ,  accompagnée d'une ba i s se  du 

degré d ' insa tu ra t ion  des ac ides  gras.  L'ensemble de ces f a i t s  e s t  l ' i n d i c e  

d'une st imulat ion anormale de l a  synthèse l i p i d i q u e ,  about issant  à un "engor- 

gement l ip id ique"  du mycélium (MORQUER, 1931) e t  à l a  suppression quas i - to ta l e  

de l a  f e r t i l i t é  sexue l l e  du Champignon. 

La comparaison des deux s é r i e s  d 'expériences permet de dégager 

quelques cons ta ta t ions  : 

- dans tous  l e s  c a s ,  l ' éc la i rement ,  q u ' i l  s o i t  appliqué 12 heures su r  24 ou 

constamment, en t ra îne  un abaissement de l a  teneur  mycélienne en l i p i d e s ,  

après l e  7ème jour de végéta t ion  ; 

- il augmente l a  proport ion d ' ac ides  g ras  l i b r e s  ; 

- il élève  l e  degré moyen d ' i n s a t u r a t i o n  ; il accélère  donc l e  "turn-over" 

lii?idique. 

Dans l a  F rac t ion  2, il a c c r o î t  l e  rappor t  "sous-fraction l/sous- 
C - ,  

' - . . f r a c t i o n  2" après l e  7ème jour de cu l tu re .  De même, il provoque une hausse 

du rapport  PC/PE. 



CL : Cardiolipides PI : ~hosphatidyl-inositol 
PC : Phosphatidyl-Cholines 

PE : Phosphatidyl-éthanolamines LPE : Lyso-PE 
PS : ~hosphatidyl-s4rines LW: : Lyso-PC 

LB : Lumibre avec baguettes L : Lunihre LA : Lumibre avec Acétate 
OB : Obscurité avec baguettes O : Obscurité OA : Obscurite avec Acétate 

C I I w= 
O 7 • 9' "' Jours 

EVOLUTION DU RAPPORT PC/PE 

(Repilé~entcLtion giraphiq:te de la ddehniëke Ligne du Tableau1 



TABLEAU 41 
INFLUENCE DE L'AERATION ET DE LIACETATE SUR LA COMPOSITION 
EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES).- (Moyenne de 3 Mesures1 



Mais, au cours de l a  première expérience, ces modificat ions sont 

f a i b l e s  dans l e s  mycéliums recevaqt un éclairement constant ,  a l o r s  q u ' e l l e s  

sont  beaucoup p lus  n e t t e s  dans l e s  c u l t u r e s  végétant  sous photopériode, q u i ,  

s eu les ,  po r t en t  des pé r i thèces  dès l e  7ème jour de cu l tu re .  Dans l a  deuxième 

s é r i e  expérimentale, on peut  remarquer que ces v a r i a t i o n s  sont  encore ampli- 

f i é e s  lorsque l e  Champignon e s t  c u l t i v é  sur  baguet tes  e t  q u ' i l  produi t  un 

nombre p lus  é l evé  d'ascocarpes. L a  r e l a t i o n  e n t r e  l a  r éo r i en ta t ion  du méta- 

bolisme l ip id ique  e t  l a  f e r t i l i t é  sexuel le  du Champignon consta tée  au cours 

des chap i t r e s  précédents e s t  donc confirmée. Mais l e  Leptoaphamiu ;typhae 

ne produi t  de pé r i thèces  que lorsque ce  remaniement métabolique a t t e i n t  un 

s e u i l  é levé ,  q u i  n ' e s t  obtenu que sous photopériode : l a  présence de baguettes  

dans l e  mi l ieu  de c u l t u r e  à l ' o b s c u r i t é ,  ou l ' éc la i rement  constant  provoquent 

des changements i n s u f f i s a n t s  pour déclencher le  processus de reproduction 

sexuée à eux seu l s .  





T R O I S I E M E  P A R T I E  

VARIATIOKS DES STEROLS ET DES SUBSTANCES 

PHOTOMIMETIQUES EN RELATION AVEC LA REPRODUCTION 

SEXUEE DU "LEPTOSPHAERIA TYPHAE" EN FONCTION 

DES CONDITIONS DU MIL IEU 





INTRODUCTION 

Nous avons jusqu'à p résen t  pu cons ta te r  qu'un c e r t a i n  nombre de 

changements physiologiques l i é s  aux v a r i a t i o n s  du Milieu induisent  chez notre 

Champignon l ' é t a t  de f e r t i l i t é  sexuel le .  Mais aucun de nos r é s u l t a t s  ne nous 

permet d 'expl iquer  que l s  sont  l e s  mécanismes biologiques q u i  provoquent chez 

l e  L e p X o ~ p h a U  Xyphcre l a  production d ' a p p a r e i l s  reproducteurs : comment l e  

s t imulus lumineux a g i t - i l  sur  l e  métabolisme c e l l u l a i r e  ? Quel e s t  le  récep- 

t e u r  photosensible q u i  l e  r e ç o i t  ? Comment l e  message e s t - i l  t ransmis à l a  

c e l l u l e  e t  au mycélium t o u t  e n t i e r  ? Voilà quelques-unes des mul t ip les  ques- 

t i o n s  demeurées sans réponse e t  que l e s  travaux à ven i r  devront é luc ide r .  

Dans l ' u l t i m e  p a r t i e  de not re  ouvrage, nous a l l o n s  exposer quel- 

ques recherches pré l iminai res  menées dans l e  but  d 'appor ter  un début de 

réponse à ces  in ter rogat ions .  

En p a r t i c u l i e r ,  nous envisageons d ' é tud ie r  l e s  v a r i a t i o n s  des 

s t é r o l s  mycéliens, poss ib les  précurseurs d 'éventuel les  hormones sexuel les ,  

en fonct ion  des modificat ions de l a  reproduction sexuée indu i t e s  par  l e s  

v a r i a t i o n s  des paramètres externes.  

Dans l e  même e s p r i t ,  nous d i rons  quelques mots sur  l a  présence 

chez l e  Champignon de mycosporine (P310) q u i  semble jouer un r ô l e  de t rans-  

por teur  d 'énergie.  





CHAPITRE 1 - : ETUDE DES STEROLS DU 
"LEPTOSPHAERIA TYPHAE" 

Il e s t  maintenant bien é t a b l i  que l e s  s t é r o l s  e t  l eu r s  dér ivés  

jouent un r ô l e  primordial  dans l ' i n d u c t i o n  des  phénomènes sexuels  de beaucoup 

de Champignons. En e f f e t ,  dès 1937, LEONIAN e t  LILLY obtenaient  l a  reproduc- 

t i o n  sexuée de c e r t a i n s  PhyXopCl;toka en a jou tan t  à l eu r  mi l ieu  de c u l t u r e  des 

e x t r a i t s  a lcool iques  de po i s  ; i ls  pensaient  dé jà  que l e s  substances respon- 

sab les  de c e t t e  s t imula t ion  é t a i e n t  de nature s t é ro l ique ,  ce qui  a  é t é  confirmé 

depuis ,  notamment par  HASKINS e t  a l .  (1964) ; ceux-ci observent qu'un PljxkiUm 

p a r a s i t e  d 'un  F b 5 d ~  ne produi t  d ' appare i l s  sexués que l o r s q u ' i l  se développe 

aux dépens de son hôte.  En cu l tu re  pure ,  i ls  parviennent à r e s t a u r e r  s a  f e r t i -  

l i t é  sexuel le  en incorporant 21 son mi l ieu  de cu l tu re  des e x t r a i t s  l ip id iques  du 

Fb5dU.m ou d ' a u t r e s  h u i l e s  végéta les .  Une analyse des mélanges a i n s i  é tudiés  

l eu r  montre que l a  f r a c t i o n  l a  p l u s  ac t ive  e s t  un s t é r o l  : probablement l e  

6-si tostéroï .  ELLIOTT e t  a i . ,  cons ta tan t  en 1964 que l e  PhyXophAa&a cactokum 

demeurait végé ta t i f  su r  un mil ieu synthét ique e t  p rodu i sa i t  des oospores su r  

"oatmeal-agar", montrèrent que c ' é t a i e n t  l e s  s t é r o l s  provenant de l a  f a r ine  

d'avoine q u i  induisa ient  l a  reproduction sexuée ; l ' a d d i t i o n  de s t é r o l s  au m i -  

l i e u  a r t i f i c i e l  e n t r a î n a i t  l e  même phénomène. De mul t ip les  travaux ont  é t é  

consacrés aux PyAkuun, PhyXophtofia, Pla~madiophotra bnabs icae,  e tc . .  . (MC COR- 

KINDALE e t  a l . ,  1969 ; HENDRIX, 1970, 1975 ; ELLIOTT, 1977) avec des  r é s u l t a t s  

identiques.  JACQUET ( 1979) o b t i e n t  a i n s i  des  oospores du P y ~ ~  &LUCh&@JkiRUm 

s u r  un mi l ieu  enr i ch i  en d ivers  s t é r o l s ,  dont l e  cho les té ro l  e t  l e  s i t o s t é r o l .  

Ces Phycomycètes pathogènes de p l a n t e s  semblent incapables de syn thé t i se r  des 

s t é r o l s ,  ne pouvant pas  en p a r t i c u l i e r  transformer l e  squalène ; dans l a  

na ture ,  i l s  u t i l i s e n t  ceux de l e u r  hôte pour produire l e u r s  oocystes e t  sper- 

matocystes. Le r ô l e  des  s t é r o l s  dans l a  reproduction sexuée des Champignons 

e s t  m i s  en lumière de manière d i f f é r e n t e  par  NELSON (1967) q u i  bloque ce 

processus chez llAscomycète C o ~ h h b b u ~ u i l  C ~ ~ 0 4 U m  en l e  t r a i t a n t  avec des in- 

h i b i t e u r s  de l a  synthèse de ces corps ; il res tau re  un développement normal 



des  ascocarpes en r a j o u t a n t  des  s t é r o l s  au  mil ieu de cu l tu re .  

Chez l e s  Phycomycètes, ces composés s e r a i e n t  transformés en 

hormone s t é ro ïde ,  comme l ' o n t  montré ELLIOTT e t  SANSOME (1977) chez l e  Phyit0- 

pkt0h.U caCt0hUkn. D è s  1939, RAPER démontre l ' e x i s t e n c e  chez l'AckeyC4 bAexuaein 

de substances de nature  hormonale ag i s san t  sur  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  e t  l a  matu- 

r a t i o n  des spermatocystec e t  des  oocystes. ARSENAULT e t  a l .  en 1968 i d e n t i f i e n t  

l a  substance A ,  émise par l e  siphon femelle e t  permettant  l a  formation s u r  l e  

siphon mâle de l 'ébauche du spermatocyste, comme é t a n t  un dér ivé  du st igmasté-  

r o l ,  q u ' i l s  dénomment "anthér id io l" .  En 1975, 1' "oogoniol" substance B de  

RAPER, produite p a r  l e  siphon mâle por teur  d'ébauches de spermatocystes e t  

permettant au siphon femelle de d i f f é r e n c i e r  l ' oocys te  e s t  i d e n t i f i é  comme 

é t a n t  l u i  auss i  de nature s t é r o l i q u e  (Mc MORRIS e t  a l . ) .  

Les s t é r o l s  sont  donc bien impliqués dans l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  

a p p a r e i l s  sexués e t  ont  t o u t e s  l e s  c a r a c t é r i s t i q u e s  des phéromones. Mais chez 

les Ascomycètes, t e l  que le L e p Z 0 6 p h a u  itqphae, l e  problème est plus d i f f i -  

c i l e  à aborder ca r  ces  organismes, contrairement aux précédents ,  ont  l a  fa-  

c u l t é  de syn thé t i se r  à p a r t i r  de l ' a c é t a t e  l e s  s t é r o l s  u t i l e s  à l a  cons t i tu -  

t i o n  de l eu r s  membranes e t  à l e s  reconver t i r  en phéromones en quan t i t é s  t r è s  

f a i b l e s ,  au-delà des  p o s s i b i l i t é s  de l ' ana lyse .  

Dans l e  fonctionnement généra l  de l a  c e l l u l e ,  l e s  s t é r o l s  peuvent 

donc jouer t r o i s  r ô l e s  : 

- précurseurs d ' a u t r e s  s t é r o ï d e s  ; 

- hormones cont rô lant  l e s  t r a n s p o r t s  a c t i f s  d ' i o n s  ou de molécules ; 

- composants des membranes, r ég lan t  en p a r t i e  l a  perméabi l i té  de ce l l e s -c i .  
FINKELSTEIN e t  CASS (1967) prouvent en e f f e t  que l e  cho les té ro l  r é d u i t  l a  per- 
méab i l i t é  à l ' e a u  de membranes a r t i f i c i e l l e s ,  r é s u l t a t  confirmé s u r  du maté r i e l  
n a t u r e l ,  en p a r t i c u l i e r  pa r  GRUNWALD (1971). 

Ces d ive r ses  considérat ions ont  i n c i t é  no t re  l abora to i re  à é t u d i e r  

l e s  s t é r o l s  du Lepitoaphacx(a ityphae. A l a  s u i t e  des  premiers t ravaux de 

LACOSTE (1965), VANDEWACLE (1973) puis  ALAIS e t  a l .  (1974) o n t  analysé l e  

mycélium développé s u r  décoction d'avoine à 20 g / l .  Leurs r é s u l t a t s ,  exprimés 

p a r  l e  tableau 42 ,  montrent que l e s  c u l t u r e s  ayant  végété à l ' o b s c u r i t é  con- 

t i ennen t  une quan t i t é  de s t é r o l s  légèrement p lus  f o r t e  que l e s  mycéliums f e r -  

t i l e s  e t  sur tout  que chez e l l e s  l a  por t ion  e s t é r i f i é e  e s t  p lus  importante. Le 

mycélium végéta t i f  e t  s t é r i l e  cc:.tient une v a r i é t é  p lus  grande de s t é r o l s  li- 

b r e s  que l e s  cu l tu res  soumises à éclairement chez l e sque l l e s  on trouve l e  s e u l  

e r g o s t é r o l ,  l a  por t ion  e s t é r i f i é e  ayant une composition p lus  vo i s ine  dans l e s  

deux cas .  



TABLEAU 42 : MASSE ET POURCENTAGES RELATIFS DES STEROLS CONTENUS 
DANS LE MYCELIUM DU Lep;toapha& kyphae (en mg pour 
100 g de mycélium sec )  CULTIVE SUR EAU D 'AVOINE.  

S i  on considère (MOOR, 1967 ; BARTLETT e t  MERCER, 1974 ; ELLIOTT 

e t  a l . ,  1974 ; NES, 1974) que l a  f r a c t i o n  e s t é r i f i é e  e s t  une forme de réserve ,  

a l o r s  que l e s  s t é r o l s  l i b r e s  sont  ' l e s  s e u l s  a c t i f s  e t  incorporés aux membra- 

nes,  ces r é s u l t a t s  permettent de considérer  que l e  Lep-toaphamia Ryphae u t i l i s e  

p lus  v i t e  s e s  s t é r o l s  l o r s q u ' i l  e s t  sexuellement a c t i f .  Le f a i t  que l ' e rgo-  

s t é r o l  cons t i tue  a l o r s  100 % de l a  por t ion  l i b r e  peut  ê t r e  rapproché des 

r é s u l t a t s  de JACQUET (1979) montrant que ce composé ne provoquait pas l a  

formation d ' appare i l s  sexués chez l e  PyRkium ~ c h a i p ~ u m  ; il ne s e r a i t  

peut-être pas u t i l i s é  pa r  l e  Lep.toaphad.a Ryphae pour s y n t h é t i s e r  d 'éven- 

t u e l l e s  hormones, qui  proviendraient  de s t é r o l s  mineurs. Il ne s ' a g i t  bien 

entendu que d'hypothèses que des recherches u l t é r i e u r e s  devront v é r i f i e r .  

On peut a u s s i  comparer not re  Champignon au bfuco/r /raux,ü (SAF'E, 1973) : dans 

l e  mycélium aérobie  de ce  zygomycète, l ' e r g o s t é r o l  cons t i tue  90 % de l a  

f r a c t i o n  s t é r o l s  l i b r e s ,  a l o r s  que l e s  c u l t u r e s  anaérobies contiennent  une 

p lus  grande v a r i é t é  de ces  corps. Cet te  comparaison confirme l e s  r é s u l t a t s  

exprimés dans l e sp remiè repar t i e ;de  c e t t e  Thèse : l o r s q u ' i l  e s t  c u l t i v é  sous 

photopériode, l e  Lep;tonphamia Ryphae o r i e n t e  son métabolisme dans un sens 

p lus  oxydatif ( "aérobie " ) . 

J 

1 , 

Sté ro l s  

Tota l  

Ergostérol  

Liches térol  

Ep i s t é ro i  

24-éthyl- 
cholestène 

Dihydro-5-6- 
e rgos té ro l  

Mélange de 
s t é r o l s  en C29 
e t  C30 mono e t  
d i - insa turés  

1 

Obscurité Lumière 

Libres 

14 (42 % )  

86 % 

- 

9,8  % 

0,2 % 

- 

- 

Libres  

16 (52 % )  

100 % 

- 

- 

- 

- 

E s t é r i f i é s  

19,2 (58 % )  

54 % 

- 

21 % 

- 

- 

25 % 

E s t é r i f i é s  

15 (48 % )  

58 % 

20 % 

21 % 

1 % 

4 % 

- 



On p o u r r a i t  f a i r e  une grave objec t ion  aux travaux de VANDEWALLE 

e t  ALAIS e t  a i .  : l e  Phy;tvpktatra cactvhum (ELLIOT, 1964) sexuai ise  en présence 

d ' e x t r a i t s  d'avoine ; on p o u r r a i t  donc c ra indre  que l e s  r é s u l t a t s  obtenus s u r  

l e  LepXonphaaiu Xyphue s o i e n t  faussés pa r  l a  composition du mi l ieu  de cu l tu re .  

L*ariaiyse du l y o p h i l i s a t  de c e t t e  décoction n ' a  révélé  l a  présence d'aucun 

s t é r o l  (VANDEWALLE, 1973 ; ALAIS e t  a l . ,  1974) mais il n ' e s t  pas  c e r t a i n  

q u ' e l l e  ne contienne pas d 'éventuels  précurseurs .  Nous avons donc m i s  au 

point  un milieu synthét ique chimiquement d é f i n i  pour p a l l i e r  à c e t t e  incer-  

t i t u d e .  

1, 1 M I S E  AU POINT D'UN MILIEU SYNTHÉTIQUE 

Ce t r a v a i l  a é t é  publ ié  dans l a  "Revue de Mycologie" (1974-1975), 

2, 43-52. 

Nous reproduisons ci-dessous l e  t e x t e  de c e t t e  pub l i ca t ion .  



ÉTUDE DES CONDITIONS DE DÉVELOPPEMENT 
ET DE REPRODUCTIGN SEXUÉE DU LEPTOSPHAERIA TYPHAE 

MISE AU POINT D'UN MILIEU DE CULTURE 
CHIMIQUEMENT DEFINI 

par Gérard VIDAL, Thérèse LEBBE et Louis LACOSTE* 

INTRODUCTION 

Le Leptosphaeria typhae (Ascomycète, Pyrénomycète, ordre des Pléospora- 
les) constitue un matériel de choix pour l'étude des phénomènes physiologiques 
accompagnant la différenciation sexuelle chez les champignons. En effet, depuis 
les travaux de LACOSTE (1965), nous savons obtenir à volonté en milieu liquide 
la forme ascosporée ou la forme stérile en jouant uniquement sur les conditions 
d'éclairement des cultures. D'autre part, aucune forme spécialisée de multipli- 
cation asexuée n'apparaît, qui pourrait rendre difficile l'interprétation des 
résultats d'analyses biochimiques. 

Jusqu'à présent, au cours de nos diverses études (VIALA, VIDAL) nous avons 
toujours cultivé ce Micromycète sur un milieu complexe semi-naturel : une dé- 
coction de farine d'avoine à 20 d l .  Ce substrat permet au champignon une crois- 
sance mycélienne suff~ante accompagnée d'une abondante production de péri- 
thèces. Par contre, il présente deux inconvénient : nous ne sommes pas certains 
que sa composition soit rigoureusement constante d'une série expérimentale à 
l'autre et il nous interdit toute étude des excrétats mycéiiens. Pour la suite de 
nos travaux, nous avons donc cherché à mettre au point un milieu absolument 
synthétique. Celui-ci, de constitution parfaitement connue, devait assurer au 
champignon un développement comparable à celui que lui permet la décoction 
d'avoine, et ceci en phase liquide afin que l'on puisse facilement séparer le my- 
célium de son substrat nutritif. 

Nous disposions d'une souche monoascosporale isolée au micromanipulateur 
de Fonbrune par LACOSTE (1965). Les cultures étaient placées dans les condi- 
tions optimales que celui-ci a définies pour l'obtention des périthèces : 1 8 ' ~  et 
éclairement de 12 heures par jour par tubes fluorescents «blanc brillant de luxe» 
(1500 ergs/cm2/sec.2). Les premiers essais étaient pratiqués sur nilieu gélosé 
en tubes de 25 X 200 mm, les études plus approfondies en boîtes de Roux d'un 
litre contenant 100 ml de milieu liquide; dans ce dernier cas, la croissance 

* Groupe de Mycologie Fondamentale et Appliquée, Laboratoire de Cryptogamie, 
U.E.R. de Biologie, Université des Sciences ebTechniques & Lille, 
B.P. 36 - 59650 VILLENEWE D'ASCQ. 

REVUE DE MYCOLOGIE, TOME XXXIX (19761975) P .  43 - 5 2 .  



G. VIDAL. T. LEBBE & L. LACOSTE 

mycélienne était mesurée avec précision par la mLthode des poids de matière 
sèche. Le point de départ de cette étude fut le milieu défini par l'un de nous 
(1965) à partir des travaux de MORQUER (1931). 

- KHz PO4 1'6 g 
- Ca (PO4 H2j2, 2 H2 O 0 3  g 
- Mg S 0 4 , 7  H2 O 0 3  g 
-Mn S 0 4 , 5  Hz O O@ g 
- Zn S 0 4 , 7  H2 O 0 8 2  g 
-Cu S 0 4 , 5  H2 O &O1 g 
- Eau distillée 1  litre. 

Cette solution est diluée de moitié au moment de l'emploi. On y ajoute alors 
4 !g/l de maltose, 0,360 g/l de KN03, 100 vg/l de Thiamine et 5  pg/l de biotine. 
La production mycélienne est, dans ces conditions, nettement plus forte que sur 
le milieu témoin. Il n'apparaît que peu de périthèces en fin de croissance. 

Notre but était d'obtenir le plus grand nombre possible d'organes sexuels, à 
la date la plus précoce possible, sans trop réduire la croissance mycélienne. C'est 
en faisant varier successivement les divers paramètres de ce milieu initial que 
nous avons cherché à y parvenir. Les critères de jugement étaient les suivants : 
croissance mycélienne, pigmentation du mycélium, richesse en lipides, date 
d'apparition des premières ébauches périthéciales, date de maturité et quantité 
de périthèces. 

La croissance mycélienne doit atteindre un certain seuil au dessous duquel 
le champignon est incapable de produire des fructifications. Mais, sur un milieu 
trop riche, elle devient exubérante et l'état de fertilité sexuelle n'est jamais at- 
teint. II convient donc d'obtenir un équilibre entre des limites qui sont d'ailleurs 
très proches l'une de l'autre. Cette obligation est aussi valable pour la pigrnen- 
tation et la richesse en lipides du mycélium. Celui-ci est normalement pratique- 
ment incolore. Mais, 24 heures environ avant l'apparition des périthèces, il se 
pigmente discrètement de taches verdâtres aux endroits où ceux-ci se f~rmeront.  
Lorsqu'il y a surnutrition et installation progressive de la stérilité, cette colora- 
tion s'étend à tous les filaments et devient de plus en plus foncée. Nous avons 
symbolisé ce phénomène par trois chiffres : 0: peu ou pas de pigment; 1: pig- 
mentation faible; 2 : pigmentation forte. 

L'observation microscopique des Raments mycéliens montre que la repro- 
duction sexuée n'apparaît que lorsque le champignon est suff~amment riche 
en réserves lipidiques. Par contre, un excès de graisses s'accompagne toujours de 
sté&té. 'Nous avons régulièrement observé le mycélium et nous exprimons 
les résultats de nos observations par les chiffres suivants : 1, lorsqu'on trouve 
un ou deux globules lipidiques par article mycélien; 2 pour 3  à 4 globules; 
3 : nombreux globules. 

Nous avons exprimé la richesse relative en périthèces par un nombre diec- 
tement proportionnel à leur quantité, en prenant pour base 100 les âoles- 
témoins contenant la décoction d'avoine à 20 g/l. 
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Source d'azote 

Nous avons essayé individuellement diverses sources d'azote en maintenant la 
concentration de cet élément à 50 mgll. La solution de base était le milieu de 
LACOSTE. 

L'azote minéral fut fourni sous différentes formes, plus ou moins oxydées 
ou réduites. Comme sources d'azote organique, nous avons retenu les 18 acides 
aminés que contient la décoction d'avoine (VIALA, 1972) et quelques bases 
puriques et pyrimidiques. 

Nous avons pu classer ies différents corps en fonction de l'effet qu'ils exer- 
cent sur le champignon : 

- Croissance faible, pas de périthèces : 
(NH4)2 SO4, cystéine, leucine, isoleucine, lysine, méthionine, phénylalanine, 
tryptop hane. 

- Croissance presque normale, peu ou pas de périthèces : 
Na NO3, Na NO2, NHq NO3, asparagine, glutamine, tyrosine, thymine, cytosine, 
uracile. 

- Bonne croissance, peu de périthèces, apparaissant tardivement : 
KNO3, arginine, acide aspartique, acide glutamique, proline, valine, adénine, 
guanine. 

- Bonne croissance, nombre de périthèces élevé : 
glycocolle, histidine, sérine. 

En milieu liquide, les périthèces apparaissent plus précocement sur glycocolle 
et sérine (10ème jour) que sur histidine ( l l ème  jour). Nous avons essayé les 
divers mélanges possibles, en parties égaies, de ces trois corps, tous ensemble et 
deux par deux. Le mélange glycocolle-sérine a donné les meilleurs résultats. 
Nous l'avons donc considéré comme source d'azote optimale. 

Concentration en azote 

Cet élément était fourni sous la forme du mélange glycocolle-sérine à parties 
égales, à diverses concentrations. Les résultats sont résumés dans le tableau 1. 
La croissance est à peu près semblable pour toutes les concentrations. Les plus 
faibles d'entr'elles sont les plus favorables à la sexualisation du champignon. On 
peut aussi remarquer qu'elles provoquent une plus grande pigmentation et une 
plus forte accumulation lipidique dans les cellules. La concentration de 50 mg/l 
(glycocolle 134 mgll + sérine 188 mg/l) assure l'apparition plus précoce d'un 
plus grand nombre de périthèces et constitue donc l'optimum. 
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Tab!eau 1. - Etude de l'effet de la concentration en azote en milieu liquide. 

Source de carbone 

Avoine : 20 g/l 

Le milieu semi-naturel témoin contient les glucides suivants (VIALA, 1972) : 
glucose, fructose, xylose, maltose, saccharose, raffinose, stachyose, dextrine, 
amidon. Nous les avons retenus pour notre étude et avons complété cette liste 
par : lévulose, mannose, gdactose, lactose. Nous les avons essayés aux concen- 
trations de 1,25 d l ,  2,5 g/l, 5 d l ,  10 d l ,  et  20 g/l. La cellulose qui, en milieu 
gélosé, donne d'excellents résultats (LACOSTE, 1964), n'a pu être étudiée puis- 
que notre but était la mise au p o i n ~  d'un milieu liquide. 

Dans tous les cas, nous avons obtenu une bonne croissance. Nous avons donc 
classé les diverses sources de carbone en fonction de la date d'apparition et  du 
nombre de périthèces. Ceux-ci se forment sur tous les milieux, mais les meilleurs 
métabolites se sont avérés être : le maltose, le glucose et  le xylose. L'étude en 
milieu liquide nous a incités à utiliser le xylose à la concentration de 2,5 d l  
(tableau 2). 

Milieu 

Sans N 
N : 25 mg/l 

50mgll 
100mg/l 
200 mg/l 

Périthèces 

Date Quantité 
d'apparition relative 

Tableau 2. - Comparaison de diverses sources de carbone en milieu liquide. 

Pigmentation 

O 
2 
1 
O 
O 

Croissance 
i0ème jour 

(mg 1 fiole) 

- 
175 mg 
214 mg 
239 mg 
251 mg 

O 
11 
11 
13 
13 

202 mg 

Lipides 

? 
2 
2 
1 
1 

O 
40 
50 
20 
10 

0 - 1  

Maltose 
1.25 g/l 
2,5 
5 

1 0  
2 0  

Glucosc 
1,25 g/l 
2,5 
5 

1 0  
20 

1 

1 xy10$:5 gfl 1 iii 1 1 129 
1 0  154 2 10 40 
20 180 2 3 10 40 

Croissance 
au 1 0  ème joui 

(mgjfiole) 

80 
100 
230 
470 
430 

99 
151 
195 
250 

6 - 7  

Pigmentation 

O 
O 
1 
2 
2 

O 
O 
1 
2 

100 

Lipides 

1 
i 
2 
3 
3 

1 
1 
2 
3 

Périthèces 

Date Quantité 
d'apparition relative 

1 3  
12 
11 
11 
11 

14 
1 2  
11 
11 

a 

15 
30 
40 
40 
1 5  

1 0  
20 
30 
30  
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Vitamines 

Sur un milieu strictement dépourvu de facteurs de croissance, le Lepto- 
sphaeria typhae donne un mycélium réduit et ne produit aucun périthèce. Le 
mélange biotine-thiamine utilisé par LACOSTE permet un bon développement. 

Nous avons voulu vé&er si un apport d'autres facteurs de croissance ou si 
une modification des concentrations initiales pouvait améliorer la production de 
périthèces. Nous avons essayé dans le milieu considéré comme optimal jusque 
là (xylose, glycocolle, sérine) les vitamines qui sont le plus souvent nécessaires 
aux champignons (BARNETï, LILLY) : thiamine : 100 ~ $ 1 ,  pyridoxine : 
100 pg/l, acide para-aminobenzoïque : 200 pgll, acide folique : 20 ~ $ 1 ,  pantho- 
ténate de calcium : 200 pgll, biotine : 5 pg/l, meso-inositol : 1 mg/l, nicotina- 
mide : 100 pdl ,  vitamine B12 : traces. Seule la biotine s'est avérée indispensable 
au développement du microorganisme. Nous avons ensuite essayé des associa- 
tions des trois vitamines qui étaient apparues les meilleures : biotine, thiamine, 
pyridoxine. L'association biotine-thiamine s'est montrée la plus efficace. La 
thiamine n'est pas absolument nécessaire au champignon, mais sa présence assure 
une amélioration des résultats par rapport à la biotine seule (tableau 3). 

Tableau 3. - Etude de diverses associations de vitamines en miliett gélosé. 

Le nombre de croix exprime la valeur relative de la croissance par rapport à celle ob- 
tenue sur Avoine 20 gll. 

Des variations de la concentration de ces substances n'exercent que peu 
d'effets sur les résultats sitôt qu'un seuil minimum est dépassé. Après étude de 
ce paramètre, nous avons retenu les concentrations suivantes : Biotine 10 ~ g / l  
+ Thiamine 100 ~ $ 1 .  

- 
Milieu 

Sans vitamine 
Thiamine 
Biotine 

Pyridoxine 
Biotine + Thiamine 

Biotine + Pyridoxine 
Thiamine + Pyridoxine 

Biotine + Thiamine 
+ Pyridoxine 

Avoine 20 g/l 

Éléments minéraux 

LACOSTE avait déjà constaté qu'une dilution de moitié de la solution miné- 
rale de composition «classique» initiale améliorait les résultats. Nous avons 
fourni au champignon des dilutions de plus en plus fortes du milieu initial 

Croissance 

+ 
+ 

+ +  
+ 

+ + +  
+ +  
+ 

+++  
+ + +  

Périthèces 
Date d'apparition Quantité 

relative 

15 
15 
9 
16 
9 
9 
15 

9 

6 

rares 
rares 
50 

rares 
60 
50 

rares 

60 

1 O0 
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contenant les sources de carbone et d'azote et les vitamines optimales. Les résul- 
tats réssrnés dans le tableau 4 indiquent qu'une dilution au 118 ou au 1/16 du 
milieu initial donnera le meilleur développement. 

Tableau 4. - Gtude de l'effet de la dilution de la solution minérale - M i e u  gélosé 

Cas du fer 

Dilution du milieu 

111 
112 
114 
118 
1/16 

Avoine 20 g/l 
L 

Si, pour un bon équilibre des constituants du milieu minéral de LACOSTE, 
on y ajoute 0,04 g/l de S04 F2, il apparaît un précipité qui perturbe gravement 
la composition de la solution. Au cours des expériences qui précèdent, nous 
n'avons pas fourni ce composé au champignon, ce qui n'a apparemment entraîné 
pour lui aucun inconvénient, les autres sels apportant sans doute du fer sous 
forme d'impuretés. Nous avons malgré tout cherché à introduire un apport sup- 
plémentaire de cet élément dans la solution afm de savoir s'il s'y trouvait en 
quantité suffuante. Nous l'avons incorporé au milieu optimal sous forme ché- 
latée en ajoutant 5 ml11 de la solution suivante : S04 Fe, 7 H z 0  1 g/l, EDTA Na2 
1,325 g/l. Nbus avons constaté une légère augmentation du nombre des péri- 
thèces (tableau 5) qui nous a incités à maintenir cet apport dans notre milieu. 

Tableau 5. - Influence d'un apport de fer chélaté - Milieu gélosé 

Périthèces 
Date d'apparition Quantité relative 

10 
10 
8 
8 
8 
6 

Les résultats obtenus avec le milieu complet ainsi constitué étaient très satis- 
faisants, mais nous avons pensé qu'ils pouvaient être améliorés par un apport 
d" ' elements catalytiques. Nous avons donc ajouté à ce milieu 1 ml11 de la solution 
d'oligo-éléments conseillé par POCHON et TARDIEUX (1962). Le nombre des 
périthèces formé étant augmenté (tableau 6). nous avons étudié séparément 

- 
40 
60 
70 
90 
90 

100 

Pigmentation 

1 
1 

1 

Milieu 

Sans fer 
Avec fer 

Avoine 20 g/l 

1 

Pénthèces 
Date Quantité 

Croissance 

+ + +  
+++ 
+ + + 

 apparition 

8 
7 - 8  

6 

relative 

80 
90 - 100 

100 
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l'action de chacun des corps contenus dans la solution : tous exerçaient une ac- 
tion favorable, à l'exception de l'iode et de l'aluminium. Nous avons donc 
éliminé ces deux ions de notre milieu. 

Tableau 6. - Influence d'un apport d'oligo-éléments - Milieu liquide 

Au cours de toutes les expériences précédentes, nous ajustions le pH du mi- 
lieu à 6,O avant autoclavage. Cette valeur avait été choisie empiriquement. Une 
étude de l'influence sur le champignon de la variation du pH entre 3 et 9 nous a 
montré que l'optimum se situe entre 5 et 7, toutes les valeurs comprises entre 
ces deux limites donnant des résultats sensiblement égaux. Nous avons donc 
conservé le chiffre initial. 

I 

Milieu 

Sans 
oligo-éléments 

Avec 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

Le milieu défmitif est donc composé à partir de trois solutions minérales : 

Croissance au 
10 ème jour 

202 mg 

205 mg 

A : KH2P04 : 1,6 g; Ca(H2P04)2, 2H20 : 0,8 g; MgS04, 7H20 : 0,5 g, 
MnS04, 5H20 : 0,02 g; ZnSOq, 7H20 : 0,02 g; CuS04, 5H20 : 0,01 g, 
Eau : 1000 ml. 

B : FeS04, 7 H 2 0  : 1 g; EDTA Na2 : 1,325 g; Eau : 1000 ml. 

Périthèces 

Date Quantité 
d'apparition relative 

C : H3B03 : 120 mg; : 200 mg; CoC12, 6H20 : 200 mg; 3Cd 
SO4,8H2O : 200 mg; NiC12, 6H20 : 30 mg; Eau : 1000 ml. 

9 

9 

Le milieu comprend : solution A : 125 ml; solution B : 5 ml; solution C : 1 ml; 
eau q.s.p. : 1000 ml; xylose : 2,5 g; glycocolle : 134 mg; sérine : 188 mg; biotine : 
10 pg; thiamine : 100 pg. Le pH est ajusté à 6. 

80 - 90 

100 

Ce milieu, de constitution relativement complexe mais parfaitement connue, 
nous donne donc des résultats constants et reproductibles (Fig. 1). Tout au long 
de cette étude, nous avons remarqué la nécessité de diluer fortement notre solu- 
tion par rapport aux milieux utilisés habituellement en Mycologie depuis RAU- 
LIN, en passant par MOLLIARD, MORQUER, BARNETT, etc... Ceci s'explique 
par le fait que le phénomène principalement recherché est la différenciation 
sexuelle, qui apparaît rarement sur des milieux concentrés favorisant plutôt 
un excès de croissance. Ainsi, DEHORTER (1972) obtient des périthèces du 
Nectria galligena sur un bouillon de pomme de terre non glucosé dilué au 114 
de la quantité initiale de pomme de terre introduite habituellement dans le clas- 
sique «P.D.A.», sur lequel le champignon est toujours stérile. Dans ce cas comme 



G. VIDAL, T. LEBBE k L. LACOSTE 



LEPTOSPHAERIA TYPHAE 

dans celui du Leptosphaeria typhae, on ne peut pas parler de véritable ((affame- 
ment» (TURIAN, 1969); nous pensons qu'il s'agit plutôt d'un retour à l'équi- 
libre physiologique naturel du microorganisme, par suppression d'un excès 
d'éléments nutritifs. 

Un peut être aussi surpris, à première vue, que le glycocolle et la sérine 
soient les meilleures sources d'azote, alors que des corps plus couramment uti- 
lisés pour la culture des champignons, tels que les acides glutamiques et aspar- 
tiques par exemple, donnent de mauvais résultats. Ceci peut s'expliquer si on 
considère que le glycocolle et la sérine font tous deux partie du «pool» métabo- 
lique de la sérine; le champignon éprouve vraisemblablement quelques difficultés 
à synthétiser les acides aminés de ce groupe et il est indispensable de les lui 
fournir si on veut qu'il se développe normalement. On peut aussi noter que le 
glycocolle est pour la cellule une source d'acide succinique facilement utilisable; 
or, nous savons (VIALA, VIDAL) que la sexualisation du Leptosphaeria typhae 
s'accompagne d'une forte accélération du cycle citrique, provoquant ainsi une 
métabolisation très rapide du succinate. La sérine pourrait alors être considérée 
comme un précurseur du glycocolle. Des études de physiologie cellulaire permet- 
traient vraisemblablement de vérifier ces hypothèses. 

La figure 1 montre que, lorsque le champignon est cultivé sur notre milieu 
synthétique, son développement est retardé d'environ deux jours par rapport 
au milieu témoin. Ce retard apparent de croissance et de différenciation pourrait 
n'être en fait qu'un retard de la germination des ascospores qui servent à l'ense- 
mencement; ceci serait dû à l'absence d'inducteurs de germination, efficaces à " 
très faible dose et  sans action sur la quantité de croissance du mycélium. Ce 
phénomène a déjà été étudié par HASHIMOTO et al. (1972) sur les microco- 
nidies du ~ r i c h o i h ~ t o n  rnentagsophytes. Le décalement de la courbe de crois- 
sance vers la droite peut aussi provenir de la phase d'adaptation duMicromycète 
à un milieu beaucoup moins complexe que la décoction d'avoine, et par consé- 
quent plus difficile à assimiler. 

Enfin, il est important de remarquer que, dans le cas du Leptosphaeria 
typhae, et dans nos conditions de culture, les périthèces se forment au cours 
de la phase de croissance active du mycélium, alors que généralement la forme 
de reproduction sexuée des Ascomycètes apparaît lorsque l'organisme entre 
en voie de sénescence. Cette apparition relativement précoce des périthèces 
témoigne toujours du bon équilibre-du milieu et semble assez générale puisque 
ce résultat se retrouve chez le Nectria galligena (DEHORTER, 1972). 
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1 , 2 ,  I N F L U E N C E  DU M I L I E U  DE CULTURE SUR LA COMPOSITION 

EN STÉROLS DU " ~ T O S P H A E R I A  TYPHAE", 

Nous avons comparé l a  composition en s t é r o l s  du Champignon dêve- 

loppé su r  eau d'avoine e t  su r  not re  mil ieu synthét ique (Phytochemistry, 1976,15, - 
49-51). 

1.2.1 - MATERIEL ET METHODES 

Le Champignon e s t  c u l t i v é  en b o î t e s  de Roux d 'un  l i t r e  contenant 

100 m l  de mi l ieu  l iquide .  Après 10 jours ,  s o i t  24 heures après  l ' a p p a r i t i o n  des  

premiers pé r i thèces  su r  mi l ieu  synthét ique,  l e  mycélium e s t  r e c u e i l l i  par  cen- 

t r i f u g a t i o n ,  l avé ,  puis  s t a b i l i s é  p a r  lyoph i l i sa t ion .  I l  e s t  e x t r a i t  pa r  l ' é t h e r  

de p é t r o l e ,  l ' é t h a n o l  e t  l ' é t h e r  é thyl ique  en ex t rac teur  de Soxhlet à l ' a b r i  de 

l a  lumière e t  sous atmosphère d ' azo te .  

- Isolement e t  fractionnement des s t é r o l s  : 

Les s t é r o l s  l i b r e s  son t  p r é c i p i t é s  à l a  d ig i ton ide .  Les s t é r o l s  
e s t é r i f i é s  son t  saponif iés  par  l a  potasse  méthanolique à 10 % e t  p r é c i p i t é s .  
Les s t é r o l s  son t  p u r i f i é s  s u r  s i l i c e  G ( so lvant  : C H -EtOAc, 5 : l ) .  Un premier 6 

3-AgN03 (solvant  2 CHC13- pétrole-Me2C0. fractionnement e s t  obtenu par  CCM A l  O 
6:3:1). Après propionylat ion,  chaque famil le  de s t é r o l s  e s t  de nouveau séparée 

(solvant  3 hexane-C H 4 : l )  (131. La chromatographie gaz- 
s u r  colonne de 636P SE 30 s u r  chromosorb W 100-120 

t r a i t é  HMDS à 225O, l e  d é b i t  d ' azo te  é t a n t  de 40 ml/min. Les spec t res  de masse 
sont  mesurés s u r  appare i l  MS 12 à basse r é so lu t ion  e t  s u r  MS 9 (14000) à 
haute r é so lu t ion .  

- Evaluation des  pourcentages r e l a t i f s  des d i f f é r e n t s  s t é r o l s  : 

Les s t é r o l s  sont  séparés en quat re  zones par  chromato- 
graphie en couche mince prépara t ive .  Les poids des s t é r o l s  a i n s i  i s o l é s  per- 
mettent d ' éva lue r  l e s  proport ions r e l a t i v e s  e n t r e  l ' e r g o s t é r o l  (R 0 . 0 8 ) ,  l e  
mélange d ' é p i s t é r o l  e t  de s t é r o l s  monoinsaturés (R 0 ;53) ,  l e  5.6 déhydro 
e rgos té ro l  (R 0.62) e t  l e  24 é t h y l  cholestane ( R  0.68).  La comparaison des 
hauteurs des p i c s  de base de l ' é p i s t é r o l  e t  des  s t é r o l s  A dans l e  spect re  

5 
de masse du mélange permet d 'évaluer  l e s  proport ions r e l a t i v e s  e n t r e  l e s  
s t é r o l s  mono e t  d i  insa tu rés .  Nous prenons comme hypothèse que ces proport ions 
r e l a t i v e s  s e r a i e n t  égales  s i  l e s  i n t e n s i t é s  de ces  p i c s  de base é t a i e n t  
identiques.  

Ces pourcentages sont  confirmés par  l ' ana lyse  pondérale 
des propionates de 1 ' é p i s t é r o l  e t  des  s t é r o l s a  mono insa tu rés .  L 'analyse 

5 de c e  de rn ie r  mélange e s t  conduite s u r  l e s  propionates.  La comparaison des 
hauteurs des p i c s  des ions  à m/c = M.74 ( p e r t e  d 'ac ide  propionique) permet 
d 'évaluer  l a  composition du mélange en s e  basant  su r  l a  même hypothèse quz 
précédemment. La chromatographie en phase gazeuse a v é r i f i é  c e t t e  évaluat ion.  

Le ZmvaiX d ' h o ~ e m e n t  et d'analyses chimiques a é t é  * é U é  pm 
Madame J .  ALAIS,  Chmgée de Rechmches au C.N.R.S. au Labo4a.toMe 
de Ckunie Litrganique Phgaique de no&& Urriveizskté IPirodesaem 
LABLACHE-CUMBT ER). 



1.2.2 - RESULTATS 

Les s t é r o l s  i s o l é s  représentent  0,12 % du poids de mycélium 

lyoph i l i sé  obtenu su r  mi l ieu  synthét ique,  s o i t  une quan t i t é  qua t re  f o i s  p l u s  

importante que c e l l e  r e c u e i l l i e  dans l e s  c u l t u r e s  s u r  eau d 'avoine (0,03 % ) .  

Les poids e t  pourcentages r e l a t i f s  des s t é r o l s  l i b r e s  e t  e s t é r i f i é s  s o n t  

donnés dans l e  t ab leau  43 en l e s  comparant a ceux déterminés à p a r t i r  des  

c u l t u r e s  ef fec tuées  sur  eau d'avoine (VANDEWALLE, 1973 ; ALAIS e t  a l . ,  1974). 

Le tableau 44 donne l a  na tu re  des s t é r o l s  i s o l é s .  On peut  cons ta te r  que l e  

Champignon con t i en t  du c h o l e s t é r o l  uniquement l o r s q u ' i l  e s t . c u l t i v é  s u r  

no t re  mil ieu synthét ique ( v o i r  tableau 42) .  

TABLEAU 43 : POIDS ET POURCENTAGES RELATIFS DES STEROLS CONTENUS 

DANS LE MYCELIUM DU Lepitoaphaehid ityphae (en mg pour 

100 g de mycélium s e c ) , s o u s  photopériode. 

TABLEAU 44 : NATURE DES STEROLS ISOLES CHEZ LE LCZp&YhphaULkl 

Xyphae CULTIVE SUR MILIEU SYNTHETIQUE ( l e s  pourcen- 

t a g e s  sont  donnés e n t r e  parenthèses)  ET SOUS 

PHOTOPERIODE. 

E s t é r i f i é s  S t é r o l s  

Sur mil ieu 
synthét ique 

Sur eau 
d ' avoine 

Libres 

103 (91 % )  

16 (52 % )  

Libres  

Ergostérol  (62 % )  

Epis té ro l  (9 %)  

5,6 dihydroergostérol  (25 % )  

Choles térol  ( 1  % )  

S i t o s t é r o l  (1  % )  

Si tos tano l  (1,75 % )  

Campestérol (0,25 % )  

+ 

E s t é r i f i é s  

Ergostérol  (12 % )  

E p i s t é r o l  (32 % )  

5,6 dihydroergostérol  (25  % )  

Choles térol  ( 1  $1 

24 é t h y l  cholestène 5 01 3B (6 % )  

24 é thylcholes tane  01 3B (18 % )  



1.2.3 - DISCUSSION 

La di f férence  e s t  t r è s  f o r t e  e n t r e  l e  mycélium c u l t i v é  su r  not re  

mi l ieu  sous photopériode e t  c e l u i  q u i  a  végété dans l e s  mêmes condit ions 

su r  eau d'avoine : en présence du mi l ieu  synthét ique,  l e s  s t é r o l s  sont  

4 f o i s  p lus  abondants ; l a  r é p a r t i t i o n  en t re  s t é r o l s  l i b r e s  (91 % au 

l i e u  de 52 % )  e t  e s t é r i f i é s  (9  % contre  48 % )  e s t  également profondément 

modifiée. 

Le composé en C t rouvé par  VANDEWALLE (1973) e t  ALAIS e t  a l .  
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(1974) e t  ass imi lé  au s i t o s t é r o l  e s t  également p résen t  e t  même en p lus  

grande quan t i t é  s u r  l e  mi l ieu  synthét ique.  Il cons t i tue  donc bien un 

s t é r o l  d 'or ig ine  fongique. Il f a u t  a u s s i  noter  l a  présence de cholesté-  

r o l ,  t a n t  l i b r e  q u ' e s t é r i f i é .  Ce s t é r o l ,  longtemps considéré comme uni- 

quement animal, a  déjà é t é  découvert dans l e s  Algues rouges (FEREZOU 

e t  a l . ,  19741, des  p lan tes  supérieures (DJERASSI e t  a l . ,  1964) e t  des 

Champignons, comme l e  PwiCd?.&im ~ U V L ~ C ~ O ~ W ~  (CHEN e t  HASKINS, 1963) , ou 

l e  NeoftUa g&ge~a (DEHORTER e t  a l . ,  1979). Mc CORKINDALE ec a l .  (1969) 

pensent q u ' i l  y  a  une r e l a t i o n  e n t r e  l a  présence de cho les té ro l  dans l e  

mycélium e t  l a  composition des  pa ro i s  de ce lu i -c i  : l e s  espèces à paro i s  

ce l lu los iques  seu les  syn thé t i se ra ien t  ce  corps,  a l o r s  que l e s  Champignons 

à p a r o i s  ch i t ineuses  produira ient  principalement de l ' e r g o s t é r o l .  MERCER 

e t  BARTLETT (1974) émettent des doutes s u r  c e t t e  r e l a t i o n  e t  pensent que 

l e  cho les té ro l  e s t  plus largement répandu chez l e s  Champignons. Notre 

r é s u l t a t  tend à confirmer l e u r  opinion e t  à prouver que l a  biosynthèse 

du cho les té ro l  e s t  davantage en rappor t  avec l a  nature du mil ieu de cul-  

t u r e  qu'avec l a  c o n s t i t u t i o n  chimique de l a  p a r o i  c e l l u l a i r e .  

Les s t é r o l s  l i b r e s  son t  essentiel lement l o c a l i s é s  dans l e s  mem- 

branes CNES, 1974 ; GOTTLIEB, 1971) ; l ' u t i l i s a t i o n  de s u b s t r a t s  v a r i é s  

en t ra îne  inévitablement une modification de l a  s t r u c t u r e  de c e l l e s - c i  e t  

par  conséquent des d i f fé rences  dans l a  composition en s t é r o l s  du mycélium. 

En f a i t ,  l a  composition s t é r o ï i q u e  q u a l i t a t i v e  du Lepto~phaeh ia  typhae 

après  c u l t u r e  s u r  milieu synthét ique en présence de lumière présente plus 

d 'analogie  avec c e l l e  obtenue après c u l t u r e  su r  eau d 'avoine,  mais à 

l ' o b s c u r i t é .  Donc, su r  l e  mi l ieu  synthétique u t i l i s é  en présence de 

lumière -facteur indispensable à l a  sexuai isa t ion-  l e  Champignon 

f r u c t i f i e  mais présente une biosynthèse s t é ro l ique  t r è s  d i f f é r e n t e  de 

c e l l e  q u i  i n t e r v i e n t  en c u l t u r e  su r  eau d'avoine : il accumule une 



q u a n t i t é  de s t é r o l s  p lus  grande e t  ne semble en u t i l i s e r  qu'une f a i b l e  p a r t i e  

pour l a  synthèse des  h o r ~ o n e s  sexuel les .  

1 ' 3  STÉROLS ET REPRODUCTION SEXUÉE DU "CEPTOSPHAER I A  TYPH&" 
EN FONCTION DE LA TENEUR DU MILIEU D E  CULTURE EN XYLOSE, 

Nous avons, au cours de c e t t e  expérience,  essayé de s t é r i l i s e r  

progressivement l e  LepXanphaetiu Xgphae en l e  c u l t i v a n t  su r  des mil ieux de 

p l u s  en plus r i ches  en xylose : 2,5-10-20-40 g / l .  Le Champignon produi t  s u r  

l e  mi l ieu  l e  p lus  d i l u é  des  quan t i t é s  de pé r i thèces  comparables à c e l l e s  

q u ' i l  forme sur  eau d 'avoine ,  a l o r s  q u ' i l  e s t  purement végé ta t i f  s u r  l e  p l u s  

concentré, s a  f e r t i l i t é  évoluant régulièrement e n t r e  ces  deux extrêmes : peu 

f e r t i l e  à 10 g / l ,  presque s t é r i l e  à 20 g / l  (Phytochemistry, 1979, - 18, 1405). 

Nous voulions é v i t e r  a i n s i  une expérience de type " tou t  ou r ien1 '  

de façon à pouvoir s a i s i r  une évolut ion de l a  composition s t é ro l ique  du my- 

célium au fu r  e t  à mesure de s a  s t é r i l i s a t i o n  progressive.  

1.3.1 - RESULTATS 

Les cu l tu res  é t a i e n t  a r r ê t é e s  au 10ème jour. A ce moment-là l e  

po ids  de matière sèche r e c u e i l l i  augmente presque proportionnellement à l a  

t eneur  en xylose jusqu'à 20 g / l  ; au-delà, l a  croissance e s t  inhibée e t  l a  

masse de mycélium rédu i t e  ( f igure  24) .  

Les q u a n t i t é s  de s t é r o l s  e x t r a i t e s  
FIGURE 24 des c u l t u r e s  du LepXoaphauh 

fijph.Ue dans l e s  d i f f é r e n t e s  con- 

d i t i o n s  sont  données dans l e  

tableau 45. On consta te  une dimi- 

nution régu l i è re  de c e t t e  q u a n t i t é  

jusqu'à 20 g / l  de xylose,  p u i s  une 

f o r t e  augmentation lorsque l e  

mil ieu con t i en t  une proport ion 

élevée de glucide (40 g/l9 . 
i l ,  , , La nature  e t  l e s  pourcentages r e s -  

B p e c t i f s  des  d i f f é r e n t s  s t é r o l s  
O 2.5 IO 20 40 

Xylox. g/\. 
i s o l é s  du L e p X o n p h a ~  ;typhae 

sont  donnés dans l e  tableau 46. 
Evolution du poids de mycélium sec obtenu en fonction 

de la teneur du milieu en xylose. On consta te  une grande d i v e r s i t é  



TABLEAU 45 : QUANTITES DE STEROLS MTAUX, LIBRES ET ESTERIFIES 

(en mg pour 100 g de mycélium lyoph i l i sé )  ISOLES DU 

Lepthoap ha& typhae AUX D IFFERENTES CONDITIONS 

CULTURALES ( l e s  pourcentages r e l a t i f s  des  s t é r o l s  

l i b r e s  e t  e s t é r i f i é s  sont  donnés e n t r e  parenthèses)  

de composés, auss i  b ien  l i b r e s  q u ' e s t é r i f i é s .  Le s t é r o l  libre le  p lus  abondant 

e s t  l ' e r g o s t é r o l .  Sa proport ion pa r  rapport  aux a u t r e s  corps s ' é l è v e  lorsqu'on 

augmente l a  teneur en xylose p u i s  diminue au-delà de 20 g / l  pour devenir ,  à 

40 g / l ,  i n fé r i eu re  à ce q u ' e l l e  e s t  à 2,5 g / l .  Le s t igmastérol  s u i t  une courbe 

inverse  ; le  campestérol, a u t r e  précurseur de l ' e r g o s t é r o l ,  e s t  à peu p rès  

constant .  Le cho les té ro l  s e u l  v o i t  s a  proport ion s ' é l e v e r  régulièrement quand 

augmente l a  concentrat ion en xylose. 

Le pourcentage de s t é r o l s  e s t é r i f i é s  e s t  toujours  i n f é r i e u r  à 9 % .  

Ce sont  l e s  5-6 dihydroergostérol  e t  l ' é p i s t é r o l  qu i  en cons t i tuen t  l ' e s s e n t i e l .  

Conditions 
c u l t u r a l e s  

2,5 g / l  xylose 

10 g / l  xylose 

20 g / l  xylose 

40 g / l  xylose 

1.3.2 - DISCUSSION 

S t é r o l s  
l i b r e s  

109 (91 % )  

60 (97,5 % )  

36,5 (96 , s  % )  

149 (98 % )  

S t é r o l s  
totaux 

120 

62 

3 8 

160 

La s t é r i l i s a t i o n  progressive du Leptoaphaaia  typhae, par  des 

doses c ro i s san tes  de xylose, b u t  de l ' expér ience ,  s'accompagne jusqu'à 20 g / l  

d'une s t imula t ion  de l a  croissance végéta t ive .  Un appor t  de glucide p lus  

abondant en t ra îne  une i n h i b i t i o n  dras t ique  du développement, q u i  p o u r r a i t  

ê t r e  due à un "engorgement métabolique" des  c e l l u l e s  ou à l ' e f f e t  d'une 

press ion  osmotique t r o p  élevée génant l e s  échanges e n t r e  l e s  c e l l u l e s  e t  l e  

mil ieu.  

Le tableau 45 montre que l a  teneur en s t é r o l s  du Champignon 

s ' a b a i s s e  au f u r  e t  à mesure de sa  s t é r i l i s a t i o n  progressive : au con t ra i r e ,  

chez l e  GnomovLuz teptontityta (FAYRET e t  a l . ,  1979) e t  l e  RkizopuA CW~kizuA 

(WEETE, 19741, à une o r i e n t a t i o n  du développement dans l e  sens végé ta t i f  

S t é r o l s  
e s t é r i f i é s  

11 ( 9 % )  

2 (2,5 % )  

1,5 (3 ,5  % )  

11 ( 7 % )  

1 



correspond une augmentation du contenu s t é ro l ique .  Cet te  opposi t ion appa- 

r en te  pourra i t  ê t r e  expliquée par  l e  f a i t  que l e  Lepiu~phaQtua Zyphae a un 

développement végé ta t i f  s t r i c t ement  mycélien a l o r s  que l e s  deux a u t r e s  

Champignons d i f fé renc ien t  des  spores asexuel les  ; mais, l o r s  des  premiers 

t ravaux de VANDEWALLE (1973) e t  ALAIS e t  a l .  (1974) l a  s t é r i l i s a t i o n  du 

Champiqnon par c u l t u r e  à l ' o b s c u r i t é  augmentait l a  r i chesse  mycélienne en 

s t é r o l s  : il semble donc que l a  concentrat ion du m i l i e u  de c u l t u r e  i n f l u e  

su r  l a  teneur en s t é r o l s  p l u s  fortement que l a  reproduction sexuée. Par 

cont re ,  lorsque l e  mil ieu con t i en t  40 g / l  de xylose, l e  mycélium devient  

t r è s  r i c h e  en s t é r o l s  : il p o u r r a i t  s ' a g i r  d'une r é a c t i o n  c e l l u l a i r e  v i s a n t  

à r édu i re  l a  perméabil i té  membranaire a f i n  de diminuer l e s  p e r t e s  d 'eau,  

comme semble l ' i n d i q u e r  l ' é l é v a t i o n  de l a  proport ion de cho les té ro l ,  q u i  

e s t  beaucoup plus  e f f i cace  que l e  s i t o s t é r o l  , l e  s t imas té ro l  ou 1 ' e rgos té ro l  

pour rendre imperméables l e s  membranes (FINKELSTEIN e t  CASS, 1967 ; GRUWALD, 

1971). On peut considérer  que,  dans ce mi l ieu ,  l e  Champignon rencontre des  

condi t ions  pathologiques, a i n s i  que l e  montre l 'abaissement des poids de 

matière sèche t o t a l e .  

L 'ergos térol  e s t  considéré chez l e  Gnumanid kLp,t06-tq& (FAYRET 

e t  a l . ,  1979) comme une s o r t e  d ' ind ica teur  de l ' é t a t  de sexua l i sa t ion  du 

Champignon : p lus  l a  proport ion de corps e s t  élevée dans l 'ensemble des  

s t é r o l s ,  plus l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuée e s t  complète. Les r é s u l t a t s  regroupés 

dans l e  tableau 46 pa ra i s sen t  exprimer que c e t t e  hypothèse n ' e s t  pas va lab le  

pour l e  Lep- toaphah typhae. Mais l e  t ab leau  45 montre que l a  teneur mycé- 

l ienne  globale en s t é r o l s  s ' a b a i s s e  quand c r o î t  l a  r i chesse  du mil ieu en 

xylose e t  donc se  r é d u i t  l a  f e r t i l i t é  sexue l l e  du Champignon, ce  q u i  e n t r a î n e  

un appauvrissement des c e l l u l e s  en e rgos té ro l .  On remarque a u s s i  une éléva- 

t i o n  de l a  proport ion de cho les té ro l  ( f i g . 2 5  ) .  En e f f e t ,  l e  cho les té ro l ,  que 

l e  Champignon ne syn thé t i se  pas  su r  eau d 'avoine,  appara i t  i c i  en q u a n t i t é s  

de p l u s  en plus é levées  lorsque l e  taux de xylose augmente. La f igure  26 indique 

que l e  rapport  e rgos té ro l / cho les té ro l  semble ê t r e  chez l e  Leptasphamia. 

tqphae un indice de l a  s t é r i l i t é ,  ce q u i  recoupe l ' i d é e  suggérée par  l e s  

r é s u l t a t s  obtenus chez l e  Gnomonia t e p X o a Z y ~ ,  se lon l aque l l e  l a  sexuali-  

s a t i o n  s'accompagnerait d'un ralentissement de l a  t ransformation des 

s t é r o l s  a 5 ' 7 ,  i c i  essentiel lement représentés  p a r  l l e r g o s t é r o l ,  en 

s t é r o l s  L dont l e  p lus  important e s t  chez l e  LepXosphaehia typhae l e  

cho les té ro l .  Cette  t ransfcrmation semble accélérée chez notre Champignon 

l o r s  du processus de s t é r i l i s a t i o n .  Mais c e t t e  hypothèse e s t  infirmée par  

l e s  r é s u l t a t s  obtenus su r  l e  NeofwL g&gena par  DEHORTER e t  a l .  (1980). 

Tous l e s  Ascomycètes n ' a u r a i e n t - i l s  pas l e  même comportement s u r  ce pian-là ? 



TABLEAU 46 

Nature et pourcentages relatifs des stérols libres et estérifiés isolés de L. typhae avec différentes conditions culturales 

2.5 g/l 10 gfl 20 g/l 40 jll 
Xylose Xylose Xylose Xylose 

Stérols libres 
Ergostérol 62 73 76 61 
Méthyl-24 cholestadiéne-7,22, 01-3 ,8 25 15 IO 18 
Méthylène-24 cholestène-7 01-3 ,8 9 9 5 9 
Ergostatriène 01-3 ,8 3 3 
Cholestérol 1 2 2.75 3.5 
Méthyl-24 cholestène-5 01-3 fi 0.25 0.25 0.25 1 
Ethyl-24 cholestène-5 01-3 ,8 1 0.75 1.5 1 
Ethyl-24 cholestadiène-5,22 01-3 ,8 1.5 1.5 
Ethyl-24 cholestane 01-3 ,8 1.75 1 
Stérols en C,,, C,, mono et diinsaturés 4 a-méthyl 1 1 

Stirols estérifiés 
Ergostérol 12 26 
Méthyl-24 cholestadiène-7,22 01-3 P 25 30 38 25 
Méthylène-24 cholestène-7 01-3 ,8 32 , 68 15 50 
Cholestérol 7 8 6 
Méthyl-24 cholestène-5 01-3 ,8 3 
Ethyl-24 cholestène-5 01-3 fi 6 1 6 
Ethyl-24 cholestane 01-3 P 18 10 
Ethyl-24 cholestadiène-S,22 01-3 ,8 1 O 
Méthylène-24 lanostène-8 01-3 1 
Stérol, en C,, et C, ,  mono et diinsaturés, 4 a-méthyl 3 

:/O D'ergostérol dans les stérols totaux (calculé en fonction des 57.5 71 74 56.5 
pourcentages dans les stérols libres et estérifiés) 
7" De cholestérol dans les stérols totaux 1.54 1.95 2.93 3.67 
Rapport ergostérol/cholestérol 37.33 36.41 25.25 15.39 

FIGURE 2 5  FIGURE 26 

Xylose, g / l .  Xylose, g / l .  

Proportion de cholestérol par rapport à l'ensemble iics Varlation du rapport ergostérol/cholestèrol dans le 
stérols. mycélium. 



Il est certain que les études préliminaires qui ont été faites des 

stérols des Ascomycètes dans notre lmratoire ou en liaison avec lui par 

LACOSTE, VANDEWALLE, ALAIS et al., FAYRET et al., DEHORTER et al. et nous-même 

posent plus de problèmes qu'elles n'en résolvent. D'importantes contradictions 

apparaissent entre les divers résultats, qu'il conviendrait d'élucider. En; 

particulier, nous sommes dans l'impossibilité de dire quelle est la signifi- 

cation de l'ergostérol ou du cholestérol mycéliens. Ces premières approches 

permettent d'émettre l'hypothèse que l'ergostérol serait inutilisé lors de 

la sexualisation ; cela expliquerait son abondance dans les cultures fertiles 

et cette supposition est étayée par les observations de JACQUET (1979) qui 

montrent qu'une adjonction de cholestérol ou de sitostérol au milieu de cul- 

ture provoque l'apparition des zygotes du P y f h b m  Z4.~cheipkiewn, alors que 

l'ergostérol est inefficace. 

En ce qui concerne le Lepltaaphamia fyphae 1 'étude des stérols 

n'a été faite qu'en un seul moment de.son développement, lors de l'apparition 

des premiers périthèces. Il semble donc évident qu'il convienne, pour une 

meilleure connaissance de la biosynthèse des stérols, d'envisager une étude 

cinétique de leur évolution au cours de la croissance et, si possible, dans 

les divers organes du Champignon : filamentsmycéliens, périthèces, spores. 

Peut-être l'étude de l'incorporation de précurseurs radioactifs permettrait- 

elle de mieux suivre ce phénomène. 

Enfin, aucun des résultats publiés jusqu'a ce jour ne permet 

d'affirmer ni d'infirmer avec certitude que les stérols jouent un rôle 

important dans la sexualisation du Lf?p~u~phcr&a typhae. LACOSTE ( 1965) 

a fait des essais d'incorporation de stérols au milieu de culture ; ces 

résultats préliminaires, qui demandent confirmation, montrent que certains 

de ces composés exercent une action fertilisante sur le Champignon. Nous 

pensons que cette recherche devrait être menée parallèlement 21 une étude 

de l'effet d'inhibiteurs de la biosynthèse des stérols sur la croissance 

et la reproduction sexuée. Ce travail demandera des études longues et très 

aléatoires que nous envisageons d'entamer dans un proche avenir. 

Nous tenons enfin 2I insister sur une constatation : 1â codpo- 

sition stérolique du Lep.tuaphaettia Ayphae fertile est proche de celle du 

MucaR RQU~.& cultivé en aérobiose (SAFE, 1973) alors que celle de notre 

Ascomycète développé 21 l'obscurité est voisine de celle de ce Zygomycète 

végétant en anaérobiose. Ici encore la relation entre une stimulation du 

métabolisme oxydatif et la différenciation sexuée est frappante. 



CHAPITRE 1 1 : RECHERCHE SUR LA MYCOSPORINE, 
SUESTANCE PHOTO-M IMETIQUE, 
ACTIVATEUR DE LA DIFFERENCIATION 

La lumière exerce sur  l e s  Champignons de nombreux e f f e t s  dont l a  

réponse e s t  d 'o rd re  morphogénétique. Cette  ac t ion  peut ê t r e  s t imulante de 

l a  mul t ip l i ca t ion  asexuée : chez llA.&tetrnania chtyhaM;tmi (LEACH, 19641, l e  

PytUcLLeahwr otryzae (OHMORI e t  NAKAJIMA, 1970) OU l e  Phycomyca bRake,~Reeanw 

(BERGMAN, 1972). Chez l e  G n u m o ~  Xep&oblty& e l l e  stimule l a  conidiogenèse 

de type Mmonina e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des gamètes mâles (FAYRET, 1975). E l l e  

i n d u i t  l a  reproduction sexuée chez l e  Leplto~phamiu Ayphae, i e  N e W a  g&- 

gens (DEHORTER, 1972) l e  Sacchdho~qceb ~ d b e t r g e n b h  (KELLY e t  GAY, 1969). 

Mais l e s  e f f e t s  de l a  lumière peuvent ê t r e  de sens opposé : a i n s i  e l l e  inhibe 

l a  sporula t ion  de c e r t a i n s  ALtmncvUa (LUKENS, 1963, 1965 ; OHMORI e t  NAKAJIMA, 

1970). Son a c t i o n  peut a u s s i  ê t r e  p l u s  complexe, chez l e  Gnomania XepXob&yia 

p a r  exemple dont  e l l e  inhibe c e r t a i n e s  é tapes  de l a  formation des  ascocarpes 

après  avoi r  s t imulé l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des gamètes mâles (FAYRET, 1975). 

Ces e f f e t s  peuvent v a r i e r  en fonction de l a  quan t i t é  de lumière, de 

l a  durée d 'éc la i rement ,  a i n s i  que l e  démontrent nos travaux ou ceux de DEHORTER 

s u r  l e  N e w  gaeeigena, e t  a u s s i  de l a  q u a l i t é  de c e t t e  lumière. En e f f e t ,  en 

fonction de l a  longueur d'onde appliquée,  l a  réponse des  Champignons peut ê t r e  

t r è s  d i f f é r e n t e  (TAN, 1978) : a i n s i  l a  conidiogenèse du 80fiyA%5 cinetru peut 

ê t r e  stimulée p a r  l ' u l t r a - v i o l e t  e t  inhibée p a r  l e  bleu (TAN e t  EPTON, 1974) 

Il e x i s t e  pa r  conséquent chez l e s  Champignons des récepteurs de lumière, e t  

ces  récepteurs peuvent ê t r e  é t ro i tement  s p é c i a l i s é s ,  en ve r tu  de c e t t e  l o i  de 

l a  photochimie qu i  d i t  que seule l a  lumière absorbée par  une molécule peut 

provoquer une modificat ion photochimique de c e l l e - c i  : p a r  conséquent, un corps 

présentant  un s e u l  "p ic"  d 'absorption s e r a  sens ib le  à l a  seule  longueur d'onde 

de ce "pic". 



On considère que l e s  caroténoïdes,  l e s  f l av ines  peuvent jouer l e  

rô le  de récepteur dans c e r t a i n s  cas (PREVOST, 1974) ; dans d ' a u t r e s  on invoque 

l ' e x i s t e n c e  d 'un composé mal connu : l e  mycochrome (TAN, 1978). On connaî t  par 

contre maintenant t r è s  bien un corps dont TAN (1978) pense que l a  synthèse e s t  

sous l a  dépendance du mycochrome : l a  mycosporine, ou P 310, c a r a c t é r i s é  par  

son p i c  d 'absorption 2 310 nm. C e  composé a Sté n i s  en évidence par  LEACH (1965) 

qu i  l e  dés ignai t  sous l e  terme de "substance sporogène" e t  s a  s t r u c t u r e  a é t é  

é luc idée  par  ARPIN e t  a l .  en 1976. La mycosporine peut  ê t r e  i s o l é e  du mycélium 

de nombreux Champignons soumis à l ' a c t i o n  de l a  lumière : 1 lAscochqAa p d i ,  

i e  PReohpo4a hmbam~n (LEACH, 1965) , l e  ScLmoa%zh @~uc;t.icoRa, ilketmn&a 

xel'lLd (VAN DEN ENDE e t  CORNELIUS, 1970) , l e  Ne@ gdeeigena (DEHORTER, 1972) , 
l e  S&&Uum hh5u;tum (ARPIN e t  a l . ,  19761, l e  Gnornovtia &p,to~;t~xa (FAYRET e t  

VITO, 1981). D'abord considérée comme photorécepteur,  l a  mycosporine semble 

p lus  probablement jouer un r ô l e  de t r anspor teu r  d 'énergie  puisqu'on peu t  l ' i s o -  

l e r  de ln&cochy~a  p d i  (TRIONE e t  a l . ,  1966) s e  développant à l ' o b s c u r i t é  sur  

un mi l ieu  favorable à l a  sporuïa t ion  ou du GnomonLa Rsp;tobXyla c ro i s san t  à 

l ' a b r i  de l a  lumière e t  par conséquent por t eu r  de pér i thèces  (FAYRET e t  VITO, 

1981). E l l e  joue en tous  cas  ce rô le  d ' a c t i v a t e u r  du métabolisme chez p lus ieu r s  

Ascomycètes e t  Basidiomycètes (TRIONE e t  a l . ,  1966) e t  chez l e  Ne&a g&gena 

(DEHORTER, 1976). 

Mais l a  mycosporine n ' e s t  pas présente  chez tous l e s  Champignons : l e  

T4ichodmma vCGde, l e  C hoanephu4a cucmb.&Vzun~, tous  deux photodépendants , 
semblent ne pas l a  s y n t h é t i s e r  (VAN DEN ENDE e t  CORNELIUS, 19701, pas p l u s  que 

l1hpC4gd!A?Uh 0trn- (STALLINGS, 1970) ; peut-ê t re  l e  mil ieu de c u l t u r e  u t i -  

l i s é  ne l eu r  pe rmet ta i t - i l  pas  c e t t e  synthèse ? 

Dans une premiere approche du problème de l a  pho tosens ib i l i t é  du 

Lep;tonphauh typhae d'une p a r t ,  e t  tou jours  à la  recherche d 'éventuels  ac- 

t i v a t e u r s  du métabolisme oxydatif  d ' a u t r e  p a r t ,  nous avons pensé à mett re  en 

évidence l a  présence ou l 'absence de ce composé dans l e  mycélium développé 

sous photopériode ( f e r t i l e )  ou à 1 'obscur i té  constante ( s t é r i l e )  . 

I I ,  

Nous avons c u l t i v é  l e  Champignon à 1 8 ° C  en b o î t e s  de Roux s u r  t r o i s  

milieux d i f f é r e n t s  : 

- décoction d'avoine à 20 g / l  ; 

- mil ieu  synthétique xylose-glycocolle-sérine (vo i r  au chap i t r e  I l  ; 



- mil ieu  synthét ique de DEHORTER (1972) : Maltose - acide glutamique, s u r  l eque l  
ce d e r n i e r  o b t i e n t  de grandes q u a n t i t é s  de mycosporine du N e c i x h  gaeeigena. 

Le mycélium é t a i t  r e c u e i l l i  par  cen t r i fuga t ion ,  r incé  à l ' e a u  d is -  

t i l l é e ,  bloqué par  l e  f r o i d  p u i s  lyoph i l i sé .  L ' ex t rac t ion  aqueuse é t a i t  réa- 

l i s é e  se lon l a  technique de DEHORTER (communication personnelle)  : 100 mg de 

l y o p h i l i s a t  son t  broyés au mort ier  à O°C en présence d 'un peu de sab le  de 

Fontainebleau, pu i s  e x t r a i t s  pa r  100 m l  d 'eau  d i s t i l l é e .  Après f i l t r a t i o n  su r  

ve r re  f r i t t é  (poros i t é  no 2) l ' e x t r a i t  e s t  dé l ip idé  par  un volume é g a l  de 

chloroforme, p u i s  évaporé à sec  sous vide.  Le rés idu  e s t  r e p r i s  par  5 m l  d 'eau 

d i s t i l l é e ,  pu i s  cen t r i fugé ,  e t  on t r a c e  l e  spect re  d 'absorpt ion  du surnageant 

dans l ' u l t r a - v i o l e t  (spectrophotomètre Unicam SP 800 BI. La p u r i f i c a t i o n  de l a  

mycosporine e s t  a i n s i  t r è s  incomplète, mais s u f f i s a n t e  pour permettre l e  repé- 

rage du p i c  à 310 nm c a r a c t é r i s t i q u e  de c e t t e  substance. 

I I ,  

Au llème jour, l e  Champignon développe une p lus  grande q u a n t i t é  de 

mycélium dans l e  mil ieu de DEHORTER ( tableau 47) .  Les pé r i thèces  apparaissent  

p lus  t ô t  su r  l a  décoction d 'avoine,  s u r  l aque l l e  i l s  son t  encore p lus  nombreux 

au jour du prélèvement (llème) . Sur l e  mil ieu de DEHORTER, l a  quan t i t é  de pé r i -  

thèces pa r  f i o l e  de cu l tu re  e s t  égale  à c e l l e  que nous obtenons su r  not re  mi l ieu  

synthét ique,  mais l 'observat ion  microscopique montre que l a  proport ion de pe r i -  

thèces  immatures e s t  p lus  élevée (20 à 30 % au l i e u  de 5 à 10 % environ) .  

La f i g u r e  27 montre l e s  spec t res  d 'absorption obtenus s u r  l e s  t r o i s  milieux 

dans les deux condit ions de c u l t u r e  : obscur i t é  constante e t  éclairement a l t e r n é .  

Les c u l t u r e s  à l ' o b s c u r i t é  ne semblent pas conteni r  de mycosporine. Par cont re ,  

en présence de lumière su r  tous  l e s  mil ieux,  l e  P 310 a p p a r a î t  plus ou moins 

nettement. Abondant sur  l e  mi l ieu  de DEHORTER, il e s t  moins ne t  su r  l a  décoction 

d'avoine e t  t r è s  peu représenté su r  not re  mil ieu.  

200 m l  de mi l ieu  avoine dé l ip idés ,  concentrés sous vide,  r e p r i s  par 

5 m l  d ' eau  d i s t i l l é e ,  puis  cen t r i fugés  ne présentent  aucun "pic" d 'absorption 

e n t r e  275 e t  350 nm. 



FIGURE 27 : SPECTRES D'ABSORPTION DES EXTRAITS MYCÉLI ENS 
(cuves Elellm 100 QS de 10 mm de trajet opt ique)  
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TABLEAU 47 

I I I ,  3 D I S C U S S I O N  

M i l i e u  

Avoine 

Xylose + glycocolle  
+ sé r ine  
(VIDAL e t  a l .  1 

Maltose + ac .  glu- 
t amique ( DEHORTER 1 

Notre champignon f a i t  donc p a r t i e  du groupe des producteurs de 

mycosporine. A l 'image du NeofiUa g&gena e t  à l a  d i f f é rence  du Gnomonia 

Leptoatyla (FAYRET e t  VITO, 1981) il ne p rodu i t  de quan t i t é  décelable de 

P 310 que sous l ' i n f luence  de l a  lumière. Le G n o m a k  L e p t o a t y ~ a  en syn thé t i se  

une p lus  grande quan t i t é  sous éclairement : il d i f fé renc ie  dans ces  condit ions 

un grand nombre de spores asexuées. Le Leptoapha&tia typhae, l u i ,  ne produi t  

sur  l e  mycélium à l ' o b s c u r i t é  aucun appare i l  de mul t ip l i ca t ion  ou de repro- 

duction. La comparaison des r é s u l t a t s  de DEHORTER, de FAYRET e t  VITO,  e t  des 

nôt res  à ceux des  auteurs  a n t é r i e u r s  permet de penser que l a  mycospirine 

p o u r r a i t  ê t r e  un ac t iva teur  du métabolisme intermédiaire ou du métabolisme 

oxydatif au sens  l a rge ,  m a i s  ne s e r a i t  pas un photorécepteur. Dans l e  cas du 

LeptoaphaeWL typhae, il e s t  évident  que son r ô l e  n ' e s t  pas prouvé. 11 fau- 

d r a i t  f a i r e  a g i r  l a  substance sur  l e  mycélium c ro i s san t  à l ' o b s c u r i t é  pour 

juger de son e f f e t  sur l a  sexual isa t ion .  E l l e  s e r a i t  a l o r s  un moyen supplé- 

mentaire d ' a c t i o n  su r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuée, comme l ' a é r a t i o n  par  exemple, 

e t  pe rmet t r a i t  d ' é l a r g i r  nos inves t iga t ions .  

D'après ces premiers r é s u l t a t s ,  il ne semble pas que l a  quan t i t é  de f i ,  
I * , .. 

mycosporine contenue par  l e  mycélium s o i t  proport ionnelle  au nombre de pé r i -  l: . 
thèces  ; en e f f e t ,  su r  l e  mil ieu de DEHORTER, l e  Leptoaphaaia  tqphae e s t  

p lus  r iche  en P 310 e t  s a  croissance pondérale par  un i t é  c u l t u r a l e  e s t  p lus  

grande : c e l a  s i g n i f i e  que dans chaque f i o l e  de cu l tu re  on trouve une quan t i t é  

Masse de mycélium sec au 
l l e  jour pour 100 m l  

de mi l ieu  

7 

Pér i thèces  
(SOUS éclairement 12h/jour) 

Lumière 

111 mg 

121 mg 

350 mg 

Date 
d  ' appar i t ion  

7e jour 

9e jour 

ge jour 

Obscurité 

103 m g  

130 mg 

327 mg 

Abondance 

1 O0 

90 

90 



p lus  élevée de mycosporine, a l o r s  que l e  nombre d'ascocarpes formés e s t  à peu 

p rès  égal à ceux que l ' o n  trouve s u r  l e s  a u t r e s  Mlieux.  On peut a u s s i  cons- 

t a t e r  que l a  synthèse de P 310 v a r i e  su ivant  l e  milieu de c u l t u r e .  

Afin de p r é c i s e r  ces p o i n t s ,  il conviendra de su iv re  l ' é v o l u t i o n  de 

l a  teneur mycélienne en P 310 au cours de l a  croissance en rappor tant  ces 

r é s u l t a t s  au nombre de pé r i thèces  apparus. On pourra a u s s i  f a i r e  en p a r a l l è l e  

des dosages de photorécepteurs "c lass iques"  : caroténoldes, f l a v i n e s  ... 

La c o r r é l a t i o n  e n t r e  l a  synthèse de mycosporine, l a  d i f f é r e n c i a t i o n  

d ' appare i l s  sexués e t  l ' éc l a i r ement  pourra ê t r e  précisée en u t i l i s a n t  des 

a r t i f i c e s  permettant de s t é r i l i s e r  l e  Champignon sous photopériode : i n t ro -  

duction d ' a c é t a t e  ou augmentation de l ' a p p o r t  de xylose dans l e  m i l i e u  de 

. c u l t u r e  par  exeinple. Il s e r a  a u s s i  i n t é r e s s a n t  de rechercher l e  P 310 dans 

des cu l tu res  sous éclairement cons tan t ,  ou subissant  des  i l l u n i n a t i o n s  de 

cour te  durée-à d ive r s  s t ades  de l e u r  c ro i s sance . ( l )  

L'étude d e s . r é s u l t a t s  obtenus p a r  l e s  principaux auteurs  (DEHORTER, 

FAYRET) permet d ' e squ i s se r  une hypothsse s u r  Le rô le  de l a  mycosporine dans 

. l a  d i f f é renc ia t ion .  Sa synthèse ne s e r a i t  pas sous l a  dépendance exclus ive  

de l a  lumière (FAYRET e t  VITO, 1981) mais c e t t e  dernière l a  s t i m u l e r a i t ,  e t  

l e  P 310 t r a n s f è r e r a i t  au niveau du métabolisme intermédiaire une p a r t i e  de 

l ' é n e r g i e  captée par  l e ,  ou l e s  photorécepteurs.  

(1) Ce ~ d a t :  e.x):ex,bt~e~ztccC  CS;^ en 5aLt O i t 5  pt~ucltt d'une pcc.ttie. cle c e L i u  ciccc 
DEHCRTER dlvctoppe dcizs l e  cadw cle han étude de {a  ,~cxuc~LL~c~tiorz c l e~  
NeCtrLkc ,  e t  I L C I L S  ite t t e f ~ t e r ~ d h f f ~ ~  I Z U . ~ ' L C  C X ~ ~ ~ L , U ~ ~ C I Z , ~ ~ T ~ ~ C I Z  ~ C : J T , J  C C  6e1zd quta)34Cb 
217. JI'L~ ~cI:+;>:cI' d: ~ ; i  TILC>c dc D L ~ c < Y : L ~ ~  d ' E t ~ : t  ~t 211 cc*t"i)i(ii,u':nticii ctvec C r u .  



CONCLUS IONS GENERALES 

Le Lepfoaphamiu tLjphae qui  a  f a i t  l ' o b j e t  de c e t t e  Thèse présente  

p lus ieu r s  o r i g i n a l i t é s  q u i  en f o n t  un "modèle" part icul ièrement souple e t  i n t é -  

r e s san t .  Contrairement à l a  p lupar t  des Champignons grâce auxquels ont  é t é  

e f fec tuées  l e s  précédentes études su r  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuel le ,  il e s t  homo- 

t h a l l i q u e  e t  monécique e t  même a f f e c t é  de régress ion  de l ' a p p a r e i l  producteur 

des  gamètes mâles. D 'aut re  p a r t ,  il ne possède aucune forme de mul t ip l i ca t ion  

végéta t ive  a u t r e  que l a  simple croissance mycélienne. Il en r é s u l t e  qu'une f o i s  

l e  génotype de notre souche f i x é  pa r  cu l tu re  monoascoporale, l e  développement 

du Champignon e s t  sous l a  seule dépendance des  condit ions externes  : milieu de 

cu l tu re ,  température, éclairement,  aéra t ion ,  q u i  peuvent induire co r ré la t ive -  

ment des va r i a t ions  métaboliques e t  l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuée. 

Un mil ieu convenable de cul ture  ayant é t é  trouvé sous l a  forme 

d'une décoction de f a r i n e  d'avoine à 20 g / l ,  l a  température optimale de d i f f é -  

r enc ia t ion  é t a n t  connue : 18OC, l ' éc la i rement  e t  l ' a é r a t i o n  r e s t e n t  l e s  s e u l s  

paramètres suscept ib les  d ' i n f l u e r  s u r  l e  développement du Champignon. La lu-  

mière appliquée selon un rythme nycthéméral s ' e s t  avérée l e  f a c t e u r  indispen- 

sab le  à l a  d i f f é renc ia t ion  des ascocarpes. En e f f e t ,  s i  l ' a é r a t i o n  des c u l t u r e s  

(par  in t roduct ion  de baguettes  de verre  dans l e  mi l ieu  l iqu ide )  accélère  l a  

formation des  pé r i thèces  e t  augmente leur  nombre, e l l e  ne permet en aucun cas  

l e u r  é d i f i c a t i o n  lorsque l e  Champignon e s t  c u l t i v é  à l ' o b s c u r i t é  constante.  

L'étude du métabolisme intermédiaire montre que lorsque l e  Lepfoh- 

phaaia  kgphae e s t  c u l t i v é  dans des  condit ions favorables à s a  reproduction 

sexuée l e s  oxydations c e l l u l a i r e s  sont  p lus  a c t i v e s  ; en p a r t i c u l i e r ,  l e  cycle  

c i t r i q u e  "tourne" p lus  v i t e .  L 'aéra t ion  a c t i v e  de manière concomittante l e s  

deux processus : oxydations c e l l u l a i r e s  e t  d i f f é r e n c i a t i o n  sexue l l e  dans l e s  

c u l t u r e s  recevant un éclairement nycthéméral, mais uniquement l e  métabolisme 

oxydatif dans l e s  mycéliums développés à l ' o b s c u r i t é .  



Le Champignon a été rendu stérile par divers artifices : 

- culture sous obscurité constante, 
- culture sous éclairement constant, 
- culture sur milieu enrichi en acétate de sodium. 

Oans chacun de ces câs, qüel qüe soit 12 pâramètre qui ait varié, 

nous avons pu constater que le métabolisme cellulaire était orienté vers des 

voies plus réductrices : le cycle glyoxylique et la synthèse d'acide lactique 

plus actifs prenant le relai du cycle citrique plus ou moins inhibé. 

La corrélation entre la différenciation sexuée et des oxydations 

cellulaires actives est donc clairement mise en évidence. 

Cette même corrélation s'observe aussi au niveau du métabolisme 

lipidique : la différenciation s'accompagne toujours d'une élévation du degré 

d'insaturation de tous les lipides du Champignon. Concurremment, le turn-over - 
de ces corps est activé : leur synthèse s'accélère, mais leur dégradation est 

encore plus rapide et la proportion d'acides gras libres s'élève. Ce catabo- 

lisme s'exprime surtout aux dépens des lipides polaires, glyco et phospholipides, 

qui jouent peut-être le rôle de donneur de glucides et de phosphore. Dans les 

ph~spholipides, l'importance quantitative des phosphatidyl-cholines s'élève 

lorsqu'apparaissent les périthèces. Ces substances étant impliquées dans la 

synthèse de l'acide gras polyinsaturé le plus abondant : l'acide linoléique, 

la simultanéité de ce fait et de l'élévation du degré d'insaturation des lipides 

est logique. La même observation a d'ailleurs été faite lors de la différencia- 

tion d'autres Champignons. 

Si nous stérilisons le Leptadphamh typhae par culture sous éciai- 

rement constant ou sur milieu à l'acétate de sodium, nous constatons une aug- 

mentation de sa teneur en lipides, une baisse de leur degré d'insaturation ainsi 

qu'une diminution de leur teneur en phosphatidyl-cholines. Si nous favorisons la 

formation des appareils sexuels du Champignon en facilitant son aération, nous 

observons des variations inverses de ses lipides. Ces résultats confirment les 

observations initiales. 

L'importance du,rôle reconnu des stérols et des hornones stéroi- 

diques qui en dérivent dans la reproduction des Champignons, surtout Phyco- 

mycètes, nous a conduit à rechercher les variations induites dans les stérols 

du mycélium par les modifications des conditions de culture qui influent sur sa 

sexuaiisation. NOUS avons pu constater que la fertilité sexuelle du Leptoaphamia 

typhae staccom@agnait d'une grande richesse en ergostérol qui peut même être le 



s e u l  s t é r o l  l i b r e  décelable dans l e s  c e l l u l e s .  Cette  cons ta ta t ion  apparente l e  

mycélium f e r t i l e  aux Zygomycètes c u l t i v é s  en aérobiose e t  met donc à nouveau 

en évidence l a  l igne  constante de nos r é s u l t a t s  : une r e l a t i o n  permanente de 

l a  d i f f é renc ia t ion  sexuée avec un métabolisme oxydatif p lus  a c t i f .  

Nous avons e n f i n  m i s  en évidence dans l e  mycélium f e r t i l e  de notre 

Champignon l a  présence de Mycosporine, ou P310. DEHORTER a montré qu 'a joutée  

en f a i b l e  teneur au mi l ieu  de c u l t u r e  du N e U  gak%genu, c e t t e  substance 

peut  remplacer l ' éc l a i r ement  pour induire  l a  formation des ascocarpes. Nous 

pouvons supposer q u ' e l l e  joue ra i t  l e  même r ô l e  chez l e  LepXa/jphad,a kqphae, 

bien que nous n'ayons encore f a i t  aucune expérimentation dans ce  sens.  I l  e s t  

probable que dans ce c a s  e l l e  s t i m u l e r a i t  l e s  oxydations c e l l u l a i r e s .  

En b r e f ,  nous pensons que tou te  a c t i o n  q u i  accelère  l e  métabolisme 

oxydatif du mycélium f a c i l i t e  s a  reproduction sexuée. 
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- Le ~ ~ p ; t a h p h a ~  ,tgphae (Auersw. ) Karsten (Ascomycètes, Pléosporales, 
Pléosporacées) produit de très abondants fruits â asques en culture in 
v h h 0  quand les conditions de milieu, d'éclairement et de température 
sont qéglées à leur pptimum. Le passage del'état végétatif à l'état 
sexué s'accompagne chez lui d'une stimulation des activités oxydatives 
3u métabolisme intermediaire. Une activation de celles-ci par aération 
9u mycélium augmente le nombre des ascocarpes. A l'inverse, tout fac- 
teur inhibant la reprodùction sexuée (culture à l'obscurité ou sous 
éclairement constant, addition d'acétate de sodium) ralentit le cycle 
citrique et- stimule le cycle glyoxylique et la synthèse d'acide lactique- 

.I@zrs.de l'appqrikion des périthèces, le "turn-over" des lipides 
esb accéléré, ce qui se traduit.par une baisse de la teneur mycélienne 
en ces corp~;nralgré une forte intensification des activités de synthèse. 
~on&urremnent, ' 1s degré d' insaturation des acïdes gras totdu ' slél&v@ : 
on obseerve donc ici aussi une acti-vation des oxydations.?pa d$wari,S;ion 
des Ifpiciles affecte surtout les lipides polaires (phospholipides. et 
glyo9iipides) alors que les lipides neutres, à rôle da réserve, conti- 

.- nuent s'accumuler.~ La stimulation de la reproduction sexuêe par aéra- 
tion du mycélium accélère ces modifications; son blocage, qu-'il soit 
obtenu .par cultur'e à l'obscyrité, sous éclairement constant ou sur 
milieu à l'acétate de sodium, les réprime. 

. . 

L'étude dei stérols du mycélium montre qu'une fertilité élevée du * 9: 
champigtion coincipe avec une forte teneur en ergostérol, alors que lé 
cholestérol est d'autant plus abondant que la reproduction sexuée est 
plus inhibée. Ce résultat, par comparaison avec ceux obtenus sur,dlau- 
tres micromycètes, confirme à nouveau l'activation des oxydations 
cellulaires lars de la formation des appareils reproducteurs. 
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