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INTRODUCTTION

Les Champignons sont des étres trés polymorphes qui subissent de
profondes variations morphologiques 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 phéncméne de différenciation
fongique. D'ailleurs, méme des cas d'apparence plus simple posent des problé-
mes d'abord extrémement ardu. De nombreux "modéles" ont été étudiés : le
Taphiina deformans se multiplie en formes-levure AN v{tho alors qu'il est fila-
menteux & l'état parasite. L'Histoplasma capsulatum prend une forme mycélienne
& 25°C, levure a 37°C ; suivant les conditions de culture, les AdperngLLlus
et les Pendicillium produisent seulement des filaments mycéliens ou différen-
cient des appareils conidiens. La différenciation sexuelle de ces organismes
pose aussi des questions difficiles : par exemple, pourguoi le Neurospora pro-

duit-il des périthéces a 25°C et demeure-t-il totalement stérile & 37°C, tout

comme le lepfosphaeiia acufa l'est a 18°C alors gqu'il est fertile a 10°C ?

Les Mycologues se sont d'abord efforcés de décrire ces phénoménes ;
ensuite, ils ont cherché a comprendre le déterminisme des modificaticns qui
interviennent chez les Champignouis et ont mis en évidence 1l'importance des

facteurs externes : milieu de culture, environnement physique et chimique



{température, lumieére, 02, COZ...). A l'heure actuelle, de multiples équipes
(CANTINO, LACOSTE, MANACHERE, MARTAT, MCNTANT, TURIAN, etc...) s'efforcent d‘'é-
lucider les mécanismes physiologiques qui conduisent la cellule fongique a

orienter son métabolisme dans une direction précise.

Comment des variations de conditions de vie paraissant mineures
provoquent-elies de si profonds bouleversements physioclogiques qu'ils entrai-
nent des différenciations biologiques fondamentales ? Telle est la question
que nous nous posons. Car, si de trés grands progrés ont été réalisés dans la
connaissance de la morphogenése fongigque, il est encore difficile de dégager
les lois générales qui la dirigent. Le travail exposé ici a pour but de répon-
dre a une infime partie de cette interrogation en précisant quelques points
particuliers de la reproduction sexuée des Ascomyceétes homothalligues. Pour
cette étude, nous avons utilisé le Lepfosphaeria typhae (Auers.) Karsten. Ce-
lui-ci présente deux particularités intéressantes pour l'étude de sa repro-
duction sexuée : sur un milieu synthétique, il forme des périthéces lorsqu'il

est soumis & une photopériode de 12 heures alors qu'il ne se reproduit pas
a l'obscurité constante ; d'autre part, il ne présente aucune figure de dif-
férenciation asexuée (conidie, chlamydospore, etc...) qui pourrait rendre

plus complexe l'interprétation des études physioclogiques et biochimiques.

Dans la premiere partie de notre Thése, nous avons essayé de relier
la reproduction sexuée du Champignon au fonctionnement de son métabolisme in-
termédiaire en relation avec la variation de certains paramétres de l'environ-

nement : lumieére, aération du mycélium, milieu de culture.

A la suite de cette étude, nous avons, dans une deuxiéme partie,

tenté d'évaluer dans le méme esprit l'évolution du métabolisme des lipides.

Nous avons enfin commencé une recherche des métabolites photosensi-

bles et d'éventuelles hormones dirigeant la morphogenése du Champignon.
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I. LE LEPTOSPHAERIA TYPHAE

DESCRIPTION MORPHOLOGIQUE ET POSITION SYSTEMATIQUE

Cet Ascomycéte, décrit pour la premiére fois par KARSTEN, est rare
dans la nature. LACOSTE, au cours de son étude du genre LepZosphaeria, ne l'a
rencontré que deux fois, en 1961 et 1962, toujours sur Typha Latifolia ; 1l

en donne la description morphologigue suivante (1965)

"Les péritheces sont tres dispersés, sous-épidermigues et entiérement enfoncés
dans le substrat ; globuleux, ils atteignent un diamétre d'environ 80 & 100 p...
Les parois sont assez minces, pigmentées, noires et constituées de 3 ou 4 cou-
ches de cellules polyédriques allongées. A la base, un tissu ascogéne peu aban-
dant donne naissance & de nombreux asques cylindrigues, légerement en massue,
gui se dressent au sein d'un tissu nourricier pseudoparaphyscide. Ce dernier
disparait lorsque les conditions de maturation de 1'appareil sexuel sont sa-

tisfaisantes.

»+«+« les ascospores, toujours au nombre de 8, triseptées, sont droites ou lége-
rement arquées. La deuxieme cellule est élargie et présente, comme MUNK 1'a
observé, son maximum d'élargissement plus prés de lé cloison médiane gue de
1'axe de la cellule”. La cellule distale est plus large gue celle de la partie
proximale, ordinairement fortement atténuée. Leur dimension varie de 18-20 x

4~5 p. La couleur est jaune assez clair” (planche IJ.

Les ascospores contiennent un grand nombre de glopules lipidiques

(planche 1I1I).
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Il convient de remarquer que les planches I et II ont été exécutées
a2 partir de périthéces obtenus en culture, dont le col ostiolaire est nettement

plus long que dans la nature, allongement 4G a l'éclairement nycthéméral.

PARGUEY (1966) a pu observer dans des cultures fourniess par LACOSTE
le développement des primordiums périthéciaux et en donne la description sui-

vante (figure 1) :

"Le massif méristogene dont dérive chacun des périthéces provient d'une por-
tion d’'hyphe, non pas intercalaire, mais généralement terminale. En effet, ce
sont les cellules situées & 1l'extrémité d'un filament mycélien qui se dilatent
(figure 1A), puis se cloiscnnent longitudinalement et transversalement (fi-

gure 1B] ; le primordium semble alors porté sur un pied, constitué par 1la partie
sous-jacente du filament. Ensuite les cloisons se multiplient, et la masse
méristogene se transforme en un petit nodule pseudoparenchymateux sphérigue
(figure 1C). Cans celui-ci, apres coloration zu bleu C4B au lactophénol, un

ascogone et son trichogyne sont visibles par transparence (figure 10J).

La transformation de ce nodule en un périthece adulte comporte les phénoménes
habituels : différenciation d'une paroi et d’'un carpocentre ; dans celui-ci,
lyse des cellules nourricieéres et formation, & partir des autres cellules,

d'une garniture périloculaire dont la cloche produit des pseudoparaphyses.

Figure 1 : Les primordiums périthéciaux du Leptosphaerie Zyphae
d’apres A. PARGUEY.

A-B-C Evolution des primordiums stromatoldes terminaux

D Mise en évidence, par la coloration au bleu C4B au lactophénol d'un
archicarpe dans une ébauche de pyrénosphére femelle.
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Planche II : Périthece, Asques et
Ascopores du Lepfosphaeria typhae

Pénitheces

Ascospone
observée dans

Le rouge Scudan au
Lactophénol



On peut constater que le Champignon ne différencie ni spermatie ni
filament paraascogonial. Il est donc probable que c'est par thallogamie que se

réalise la fécondation.

La souche dont nous disposons provenant d'un isolement monoascosporal
effectué au micromanipulateur de Fonbrune par LACOSTE, nous pouvons affirmer
que le Lepfosphaeria typhae est homothallique, car il est apte a produire d'a-

bondants périthéces & partir de ces formes monoascosporées.

La position systématique du Lepfosphaeria Lyphae a été définie par
LACOSTE (1965)

"Les Lepfosphaeria, entendus dans un sens large, appartiennent & 1'ordre des
PLeosporales dont 1'espéce-type est le PLevspora herbarum. Aux PLeosporales,

une structure Ascoloculaire”.

Enfin, LACOSTE fait sienne la conception A'HOLM (1957) qui divise
les Leptosphaeria en :

"gquatre grands genres nouveaux caractérisés comme suit

1) les vreis Leptosphaeria

2) les Melangma

3) les Nodulosphaeria :

4) les Phaeosphaeria : vivant essentiellement sur graminées et famil-
les voisines, possedent des parois minces. Le pseudo-tissu paraphysoide est
toujours beaucoup moins important que dans les trois autres genres. Ces spores:
cylindrigques n'ont jamais d’'appendices”.

A partir de 1l'étude morphologique du Leptosphaeria typhae exposée
pPlus haut, on pourrait classer cette espéce dans le genre PLaeosphaeria. Mais
ce dernier n'ayant pas regu un accord international, nous continuerons dans

la suite de ce travail a employer le nom donné par CESATI et DE NOTARIS.






[T, CONDITIONS DE CULTURE

I1.1 CONDITIONS PHYSIQUES

Dans sa Thése, LACOSTE (1965) a mis en évidence le rdle du couple
lumidre-température sur la fructification des Llepfosphaernia. Pour L. typhae,
l'optimum se situe & 18°C ; sous éclairement alterné : 12 heures de lumiére,
12 heures d'obscurité. Les cultures ont donc été faites dans des chambres

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

Les cultures en tubes, flaconsd'Erlenmeyer et boites de Roux des-
tinés & former des périthéces, recevaient 1l'éclairement de tubes fluorescents
"blanc brillant de luxe" situés & 30 ¢m au-dessus de l'étagére sur laquelle
elles étaient disposées. Cela leur permettait de recevoir un éclairement de

3 000 ergs/cm-z/sec—l. Les cultures étaient scumises a 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.

I1.2 MILIEUX DE CULTURE

II.2.1 MILIEU-HOTE.

Il s'agit de fragments de feuilles de Typha Latifolia, disposés ver-
ticalement ou obliquement dans un Erlenmeyer de 300 ml avec 100 ml d'eau

distillée.



II.2.2 DECOCTION D'AVOINE & 20 G/L.

Ce milieu mis au point par LACOSTE nous a servi de milieu de réfe-
rence. Sa préparation est relativement longue : 20 g de farine d'avoine complée-
te sont placés dans un litre d'eau distillée, agités 10 minutes puis mis a
i'étuve a 65°C pendant 15 heures. La décoction est alors centrifugée pour €li-
miner les particules les plus grossiéres puis filtrée sur filtre Laurent 6B.

Le volume du filtrat est ramené a la valeur initiale par de l'eau distillée.

Aprés une premidre stérilisation, on filtre & nouveau et on répartit en boites

de Roux d'un litre, 100 ml par flacon. Le pH de la solution est alors de 5,8.

Ce milieu a été analysé par VIALA au laboratoire de Physiologie vé-
gétale du C.N.R.S. (Institut Catholique, Toulouse). On peut constater, a la
lecture des résultats, que la solution est trés diluée par rapport aux milieux

de culture de la Mycologie classique.

II.2.2.1) Glucides : La décoction ne ccntient que trés peu de glucides(ta-

bleau 1) mais cela est nécessaire pour déclencher une abondante reproduction
sexuée du Champignon, ainsi que l'a remarqué LACOSTE (1965) qui cbtenait sur
moit de bikre des résultats d'autant meilleurs que ce milieu était plus dilué.
Lors de nos études pour mettre au point un milieu chimiquement défini, nous
avons aussi constaté que le Lepfosphaesia Ltyphae exigeait pour produire des
périthéces que son milieu ne renferme que de faibles quantités de carbone

(VIDAL et al., 1974)

Tableau 1 : Teneur du milieu en glucides (mg/1).

DBXEINES e svnwisn s inonsmeanas 000 Maltose: .osessssorasavas sdussas S0
POUCEOEE. o savams sy o snsnemensan 120 RafFiNOSE siasssae svean s nnwies S0
GlUCOSE.wass nansusnnassnsmenmsse LD SEEERYESE . s s ne nsawnessenss OU
SacCharos8asssswns svsssevas sns OO KYLOSEu v s s m s mme s siswes e susaes OU
AMidONs e s ssssanss s sasnevass is BTLAGCES Glucides totaux. cisswsn sdovssls 288715
11.2.2.2) Acides aminés : Les acides aminés libres fournissent a la solution

5 mg d'azote par litre. Cette teneur passe a 25 mg/l si la décoction est hy-
drolysée. Il s'agit la encore de concentrations faibles mais favorables a la
différenciation sexuelle du Champignon -le milieu synthétique que nous avons

mis au point contient seulement 50 mg d'azote par litre-.
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Tableau 2 : Pourcentage des acides aminés contenus dans la décoction
d'avoine.

Ac. glutamique........... Craeraas 10,7 Sérine...... O = 4
Ac. vy amino butyrique........ veew 3,8 og-alanine...... cesaaan seesnas12,8
Proling.ieessesnsossansnens vasaese 3,3 Valine...... Carasessesaennan . 6,8
Ornithin.v.cvrenerncenns seseesss 0,5 Leucine..... isiersses e 8,5
Argining.sceesesenassrsosennasaee 95,7 Isoleucing.ei e seceneanesnons 3,6
Lysine....... terarensecssernensss B,8 Méthioning..sseeus. ereasseeas 0,5
Ac. aspartique........ teeaeanasaas 0,8 HistidinB.veveeaauworasnnns ens 2

ThréoninB.sveveessscsssssssananss 7,6 Phénylalaning.sesesencneaness 4,7
GlycocollEeiriesnncaasans vesesassens 5,4 TYroSinBueseseeseaesnssannnese 3,2

IX.2.2.3) Acides organiques

Tableau 3 : Acides organigues contenus par la décoction d'avoine
(teneur totale, environ 500 meqg/1).

Acide lactigue..iceviienesenaascnnnse .. 53,7 %
Acide maligque......... teeeasssacssnaes 25,9 %
Acide succinique......... serenns vesees 8,3 %
Acide citrique.......v.e.. ceraneasnass 7,1 %
Acide fumearique......... Cresaseeeanans 4,8 %
Acide maloniguUe.cieevsnevearorasesnans traces
Acide quinique....... cessrsaenssesense tLTAcCes

11.2.2.4) Eléments minéraux :

Tableau 4 : Eléments minéraux contenus par la deécoction d’avoine
(mg/1).

Keveveoananinaeansnsssnnsnneasss 104

Povuns ceesens . 17,8
MZevssannannsannnnans rerasruans 9,8
FEaviennaas et saastesensaennaas 1,3
ZMuvtseonnssnnannsssnsasssnsnsss 0,2
MNevieeensonnns hesssasaserens 0,1
CUiirennanennanansnanssnassnns 0,04

II.2.3 MILIEU FARINE D'AVOINE 40 G/L GELOSE.

-

Plus riche que la décoction a 20 g/l, ce milieu nous servait a l'en-
tretien de la souche. Aprés passage a l'étuve & 65°C, le mélange farine-eau
n'était pas centrifugé mais immédiatement gélosé a 18 g/l et réparti eu tubes

25 x 200, a raison de 20 ml par tube.
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I1.2.4 STERILISATION.

Tous les flacons de culture, bouchés au coton hydrophile, étaient

passés a l'autoclave sous une pression de 0,5 atmosphére, durant 20 minutes.

[I1.3 ENTRETIEN DE LA SOUCHE

La souche étaient entretenue sur milieu~hdte, repiquée tous les 20
jours, afin qu'elle conserve au maximum ses caractéristiques initiales. Pério-
diquement, on prélevait aseptiquement un fragment de feuille de Typha porteur
de péritheéces et on le déposait sur milieu de farine d'avoine gélosée a 40 g/1

-

contenu dans un tube 25 x 200. Aprés 12 a 15 jours, la culture sur avoine ainsi

Y

obtenue nous servait a ensemencer les milieux d'expérience.

IT.4 ENSEMENCEMENT

Pour ensemencer les boites de Roux contenant les milieux liquides,
nous prélevions le plus petit nombre possible de périthéces (un seul en prin-
cipe) et nous le mettions en suspension dans la solution, en agitant le fil de

platine ensemenceur afin de faciliter la dispersion des ascospores.

I1.5 ETUDE DE LA CROISSANCE

La croissance a été suivie par mesure périodique du poids de matiére
séche. Le mycélium était recueilli sur un papier filtre sans cendre "Durieux

S

n°® 111 étiquette rouge” par filtration scus vide dans un entonnoir & cartouche

-

de verre fritté de porosité n°® 2. Aprés un trés abondant lavage 3 l'eau distil-

lée, l'ensemble papier + Champignon était porté & 1l'étuve & 105°C dans un

flacon a tare jusqu'a constance de poids.

I1.6 OBSERVATION DE LA REPRODUCTION

Nous notions la date d'apparition des premiéres ébauches de périthée-
ces, la parfaite conformation de ceux-ci et leur abondance. Ce dernier critére
exprimé par un nombre directement proportionnel & la quantité de périthéces, en

prenant pour base 100 les fioles-témoin contenant la décoction d'avoine a 20 g/1

comme milieu de culture.



IIT. MORPHOGENESE DU CHAMPIGNON SUR LES

MILITEUX UTILISES

Nous décrivons ici l'aspect des cultures dans les conditions physi-
ques optimales pour la reproduction sexuée : 18°C, éclairement par photopé-

riodes de 12 heures.

[II.1 SUR MILIEU-HOTE

Un mycélium léger, tr2s aérien, peu abondant, de couleur gris-blanc,

n'apparait que vers le 4&me ou 5&me Jjour de culture.

Les premiers périthéces sont visibles aux environs du 10éme jour et

mirissent rapidement. Ils envahissent peu a peu tous les fragments du limbe

de Typha Latifolia.

II1.2 SUR FARINE D'AVOINE A 40 G6/L GELOSE

La croissance est assez lente les premiers jours. Le 6éme jour appa-
raissent les premiéres ébauches de péritheéces, qui mirissent trés rapidement

(24 heures). Les fructifications sont, au début, réguliérement disposées au



1o

rythme d'une zonation par 24 heures. Mais, dés le 9éme ou 10é&me jour, les
zonations ne sont plus visibles, étant donné le nombre trés élevé de périthe-

ces qui couvrent toute la surface de la gélose.

111.35 SUR DECOCTION D’AVOINE A 20 G/L LIQUIDE

De petits flocons mycéliens apparaissent au sein du milieu dés le
2&me jour de culture. Ces flocons grossissent pour confluer aux environs du
8&me-9éme jour en une nappe continue qui émerge progressivement. Dés le 7éme
jour, sur les parties émergées (en particulier au contact des parois de la
fiole) on observe des ébauches périthéciales d'abord verdidtres puis noires ;

ces formations sexuelles sont de plus en plus nombreuses les jours suivants,

jusgu'ad recouvrir tout le mycélium aux environs du lleme jour.



Iv. LE PROBLEME DE L'ECHANTILLONNAGE

Au cours de cet exposé, nous allons utiliser les résultats d'analy-
ses biochimigques du mycélium et il nous arrivera de faire appel & la notion
"d'unité culturale". Nous pensons que celle-ci mérite d'étre discutée et pré-
cisée avant que nous exposions les résultats de nos recherches. Pour nous,
une "unité culturale" est constituée par le mycélium contenu dans une fiole
de culture. Elle est "indépendante" et "autonome" (VIALA, 1972) car séparée du
milieu extérieur par le bouchon de coton de la boite de Roux et n'utilisant,
pour sa croissance, que le milieu de culture introduit dans le récipient au

début de l'expérience.

I1 faut aussi reconnaltre dans le mycélium une certaine hétérogénéi-
té. En effet, la croissance des hyphes est localisée a leur apex ; c'est
en ces extrémités que se produisent les principales synthéses, grdce & une
forte concentration en mitochondries (REISS, 1967) ; les parties plus ancien-
nes des filaments, encore capables de puiser des nutriments dans le milieu de
culture et d'effectuer certaines synthéses, sont le siége d'actives transloca-
tions au profit des régions les plus jeunes (LARPENT, 1965 ; DARGENT, 1969)
et finalement se vident. On peut donc distinguer au minimum trois zones le long
d'une hyphe : une région apicale jeune et physioclogiquement trés active, une
portion "adulte" et enfin une zone "vieillissante" (VIALA, 1972) presgue pas-
sive. Il est évident que la composition chimique et l'activité physiologique
de ces diverses régions du mycélium sont différentes. Mais il serait prati-

quement trés difficile et méme impossible de séparer les différents articles



des filaments afin de les analyser individuellement et, surtout, les travaux
de CHEVAUGEON (1959), NGUYEN VAN HUONG (1967) et MANACHERE (1970) montrent
clairement que les diverses parties du thalle sont étroitement dépendantes les
unes des autres et constituent une unité physiologique. Cet ensemble peut étre
dans une certaine mesure comparé a un individu de plante supérieure. L'évclu-
tion des métabolites et des activités enzymatiques dans le mycélium, témoi-
gnera donc de son activité métabolique. Remarguons enfin, que dans tous les
cas nos dosages ont pour but de comparer entre eux différents types de cul-

tures et non de donner des résultats absolus.



PREMIERE PARTIE

RELATION ENTRE LA REPRODUCTION SEXUEE, LE METABOLISME
INTERMEDIAIRE ET LA LUMIERE






INTRODUCTION : RELATIONS DU METABOLISME DES ACIDES

ORGANIQUES AVEC LE DEVELOPPEMENT DES CHAMPIGNONS.,

Il y a déja de nombreuses années que l'on sait que certains AApe&gLE—
Lus et Pemicillium accumulent de grandes quantités d'acide citrique dans leur
milieu de culture. D'autres espéces 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 la plutdt 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, l'étude de l'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). Aprés 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...).
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L'étude du rdle du métabolisme intermédiaire dans la morphogenése
sexuée a été menée sur un nombre relativement réduit de Champignons. LE ROUX
(1962, 1966) montre que l'activité respiratoire des lamelles de 1'Agaricus
campestrls est plus grande que celle des autres "tissus" du carpophore. Dés
1939, FOSTER et WAKSMAN constatent une plus grande richesse en acide fumari-
que des souches + (femelles) de Rhlzopus que des souches - (mdles), résultat
confirmé par SCHOCH en 1959. Cela montre déja que les dissemblances biologi-
ques et morphologigques se retrouvent au niveau du métabolisme, mais la liaison
entre différenciation sexuelle et métabolisme intermédiaire n'est pas éviden-
te. Les principaux travaux ont été réalisés sur des Champignons agquatiques
Blastocladiella (CANTINO et al.) et ALLomyces (TURIAN et al.) et sur des
Ascomycétes du genre Newrosdpora (TURIAN et al.). Chez les Allomyces, la déter-
mination du sexe n'est pas seulement génétique mais aussi partiellement phéno-
typique (TURIAN, 1969 ; TURIAN et MATIKIAN, 1966). En modifiant les conditions
de culture, on peut modifier le rapport gamétocystes midles/gamétocystes femel-
les -la "sex-ratio" de TURIAN (TURIAN, 1969)- dans de notables proportions de
l'ordre de 4 : 1. Des inhibiteurs du cycle citrique, tels gque le malonate ou
l'arsénite (TURIAN, 1958) ou un "dérépresseur" du cycle glyoxylique comme
l'acétate (TURIAN, 1958, 1960c, 1963) augmentent la proportion de miles et
peuvent méme provoqﬁer une nette réversion des souches femelles isolées par
EMERSON (TURIAN, 1960c). Des phénoménes semblables sont observés sur des
Achﬂya (RAPER, 1952). Les dosages de guelques enzymes montrent bien que la
différenciation sexuelle mdle peut étre la conséquence d'un blocage du cycle
citrigque compensé par.une stimulation du cycle glyoxylique (TURIAN, 1960c,

1961).

De méme, on constate une insuffisance en cytochrome-oxydase, succi-
nate déshydrogénase et o-céto-glutarate oxydase sur une souche hybride midle
n'ayant subi aucun traitement chimique (TURIAN, 1960a) ; d'autre part, cette
souche élabore plus d'acide lactique que la souche femelle (TURIAN, 1960Db).
Une certaine déficience oxydative accompagne donc toujours la différenciation
mile, méme si celle-ci n'est pas induite par des artifices de culture, alors
qu‘une forte oxygénation du mycélium favorise la différenciation sexuelle
femelle (KOBR et TURIAN, 1967). Chez les Newrospcira les cultures conidiennes
(potentiellement mdles) obtenues »ar culture a 35°C montrent une faible acti-
vité du cycle citrique, compensée par une nette stimulation du cycle glyoxy-
ligue, alors que les mycéliums cultivés a 25°C et producteurs d'ascogones

présentent un cycle tricarboxylique trés actif (COMBEPINE et TURIAN, 1970 ;
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TURIAN, 1960b, 1960c). Une inhibition du cycle citrique ou une dérépression
de l'isocitratase par des produits chimiques, donnent des résultats analogues
a ceux observés chez lestEZOMQCQé (COMBEPINE, 1969 ; REDDY et TURIAN, 1968 ;
TURIAN, 1961la, 1962, TURIAN et SEYDOUX, 1962 ; TURIAN ef al., 1962).

CANTINO et al. (CANTINO, 1952, 1956, 1961, 1966 ; CANTINO et
GOLDSTEIN, 1967 ; CANTINO et TURIAN, 1959 ; MC CURDY et CANTINO, 1960) arrivent
a des conclusions analogues sur le Blastocladiella emessonii.

Il semble donc que chez ces Champignons, un blocage du cycle citri-
que compensé par une stimulation du cycle glyoxylique, entraine le processus

de différenciation dans le sens mdle.

Plus récemment, FAYRET (1975), parallélement a nos propres travaux,
a constaté que la différenciation des fructifications sexuées du Gnomonia

Leptostyla s'accompagne d'une accélération du métabolisme oxydatif.

CAS DU LEPTOSPHAERIA TYPHAE

Le Leptosphaeria typhae se distingue nettement des modéles déja étu-
diés par son homothallisme ; chez lui, aucune différenciation mdle ni femelle
n'est décelable morphologiquement et la fécondation se produit vraisemblable-
ment par thallogamie. Celle-ci n'est effectuée que sous une photopériode de
12 h/12 h alors que le mycélium demeure purement végétatif a 1l'obscurité

(LACOSTE, 1965).

Préalablement & notre travail, VIALA (VIALA et CARLES, 1969 ; VIALA
et LACOSTE, 1971 ; VIALA et al., 1968) a suivi dans les deux types de culture
l1'évolution des acides organiques aminés libres au cours de la croissance ;
l'acide lactique est toujours présent en plus forte quantité dans les mycéliums
stériles, tout comme l'acide succinigue, "sous-produit" de l'activité du cycle
glyoxylique, alors que 1l'acide fumarique apparait plus tardivement ; les acides
aminés libres, et surtout l'acide glutamique, sont moins abondants. Cet ensem-
ble de résultats semble prouver gu'en présence de lumiére une orientation du
métabolisme vers des voies plus oxydatives accompagne la formation des appa-

reils reproducteurs.
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Le but de notre travail était de vérifier cette hypothése. Pour
cela, nous avons agi sur l'équilibre entre les diverses voies métaboliques en
stimulant séparément chacune d'elles afin de préciser l'influence qu'elle
pourrait exercer sur la différenciation sexuelle. Nous avons essayé aussi,
en jouant sur les durées d'éclairement du Champignon, d'agir séparément sur
le métabolisme intermédiaire et la reproduction sexuée afin de tenter de mieux
cerner la relation liant les deux phénoménes. Toute cette expérimentation a

été menée en collaboration avec G. VIALA.



MATERIEL ET METHODES

[. DOSAGES ENZYMATIQUES

I.1 OBTENTION DE L'EXTRAIT ENZYMATIQUE.

Les cultures étaient centrifugées 6 000 g, a 0°C, durant 5 minutes.
On rejetait le milieu surnageant, puis on remettait le mycélium en suspension

dans le tampon Tris-HCl, pH 7,5, 0,1 M a +4°C. On centrifugeait & nouveau dans

les mémes conditions et on rejetait le surnageant.

On mettait alors le mycélium en suspension dans une faible guantité
de tampon Tris-HCl, 0,05 M, pH 7,5, contenant 10~> M/l d'EDTA-Mg. La suspen-
sion subissait a 0°C un passage d'une minute au broyeur "Ultra-Turrax", dont

le plongeur avait séjourné 30 minutes a -18°C.

-

On centrifugeait le broyat 15 minutes a 0°C et 3 000 g, afin 4'élimi-
ner les parois des filaments dans le culot tout en conservant les mitochon-
dries dans le surnageant. Ce dernier, conservé dans la glace, était immédiate-~

ment utilisé pour les dosages enzymatiques.

Il est évident gu'il elt été intellectuellement preéférable a’'effec-

-

tuer ces mesures sur un culot mitochondrial, facile a obtenir par centrifuga-
tion & 10 000 g, que sur un extrait acellulaire total. Ma’s le grand nombre
de mesures & effectuer ne nous permettait pas de vérifier 1l'état des mitochon-

dries ainsi purifiées. On sait, en effet, que certaines enzymes sont peu
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liées aux mitochondries et une bonne part d'entre elles risque d'é&tre perdue.
On a ainsi longtemps pensé que l'isocitrate-lyase était localisée dans le
hyaloplasme (DUNTZE et al., 1969) alors gu'on admet 2 présent qu'elle est por-
tée par les glyoxysomes, particules spécialisées qui normalement sont recueil-
lies dans le méme 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 & 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 méme maniére, nous pensons que les chiffres sont ainsi comparables.

I.2 TECHNIQUES DES DOSAGES.

Ces dosages ont été effectués a la température de 20°C a 1'aide d'un

spectrophotometre Unicam SP 800 B.

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

et al. (1969) qui consiste a suivre, a 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 TOKUNAGA et al. (1969) : on mesure la décoloration
(réduction) du 2,6-dichloro-phénol-indophénol par 1l'hydrogéne libéré du succi-

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

1.2.3) Fumarate hydratase : La technique (TOKUNAGA et al., 1969) consiste a

suivre a 240 nm la formation du fumarate a 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. & 324 nm due & la for-

mation d'acide glyoxylique-phénylhydrazone a partir de phénylhydrazone et du

glyoxylate provenant de la transformation de 1l'isocitrate.

I.3 UNITES.

Selon les normes internationales, une unité d'enzyme correspond a la

-

quantité de protéine apte a transformer 1 pmole de substrat en 1 minute.
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PLANCHE III : TECHNIQUE DE DOSAGE DES ACIDES ORGANIQUES

ELUANTS
‘CHLOROFORMIQUES

PROGRAMMATEUR

)\ \Zgle

TAMPON

il

COLONNE

SEPARATEUR

COLORIMETRE

pH METRE

@

/

ECHANGEUR
COLLECTEUR

ENREGISTREUR
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1.4 DOSAGE DES PROTEINES.

Nous avons employé la méthode de LOWRY et al. (1951). Les dosages
étaient effectués aprés purification des protéines par précipitation au SO4
(NH4)2 afin d'éliminer les phénols.

[I. DOSAGES DES ACIDES ORGANIQUES

Le mycélium, recueilli par centrifugation a 0°C, est lavé a l'eau
distillée & 5°C. Il est ensuite fixé par l'azote liquide puis lyophilisé.
Aprés broyage, on en extrait les acides organiques par l'éthanol & 70 % ; les
acides sont isolés de l'extracteur par passage sur résine échangeuse d'ions ;
on peut alors passer au dosage proprement dit (planche III). Ce travail a
été réalisé par VIALA au laboratoire de Physiologie végétale du C.N.R.S.
(Institut Catholique, Toulouse) selon la technique automatigque de J. CARLES
et al. (1968, 1971, 1967). Les acides séparés les uns des autres par chroma-
tographie de partage sur colonne de célite, sont dosés corimétriquement. La
solution d'acides est déposée sur une colonne de célite 535 acidifiée par l'a-
cide sulfurique. Un programmateur (Brevet C.N.R.S. 154 6645) envoie successi-
vement sur la colonne des solvants chloroformigues qui entrainent progressi-
vement les acides organiques grdce a des quantités croissantes de butanol.

A la sortie de la colonne, le solvant, repris par une pompe proportionnante,

est mélangé & de l'eau dans un €changeur : les acides passent dans l'eau, dont
un séparateur envoie une faible partie dans la suite du circuit d'analyse,

alors que le reste des solvants est dirigé vers un collecteur de fractions.

La solution aqueuse est divisée en 2 ou 3 courants qui sont mélangés & un tampon
borax-phosphate monopotassique de pHE 8 coloré par du rouge de phénol. Lorsque
dans le courant se trouve un acide organique, le pH du tampon s'abaisse et

la couleur rouge s'atténue : ces variations sont enregistrées sur un pH-métre

et un colorimétre réglé a 550 nm.



CHAPITRE I : ESSAIS DE STIMULATION DES CYCLES
CITRIQUE ET GLYOXYLIQUE.

LEURS EFFETS SUR LA CROISSANCE, LA REPRODUCTION
SEXUEE ET LE METABOLISME INTERMEDIAIRE DU
CHAMP IGNON,

Le but de cette expérience était de déplacer 1l'équilibre oxydation-
réduction dans les deux sens afin de préciser son influence réelle sur la mor-
phogenese du Champignon. Il fallait donc perturber le moins possible ses con-

ditions de développement.

Ce travail a fait 1l'objet de publications (VIDAL, 1971 ; VIALA et
VIDAL, 1972 ; VIALA, 1972).

I. STIMULATION DES VOIES OXYDATIVES (CYCLE CITRIQUE)

Le meilleur moyen consiste & faciliter 1l'oxygénation du mycélium par
un artifice physique. Nous avons fait des essais de cultures agitées en flacons
et en fermenteur ; ces techniques ne pouvaient nousvconvenir, car elles provo-
quent une profonde modification de la morphogenése du Champignon : formation de
boulettes mycéliennes ("pellets") de consistance trés dure et... absence de

différenciation de périthéces. Nous ne pouvions pas utiliser non plus de milieu
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solidifié (agar ou silica gel) car cela rendait extrémement difficile la récu-
pération du Champignon pour des études biochimiques ou enzymatiques. Nous avons
donc aéré le mycélium cultivé en milieu liquide en tapissant le fond des boites
de Roux de baguettes de Pyrex de 6 mm de diamétre : ces fioles, d'une conte-

nance d'un litre, recevaient 100 ml de décoction d'avoine a 20 g/l. Le Cham-

pignon était ensemencé sur la surface des baguettes, qui affleurait le niveau

supérieur du liquide. L'aération du mycélium ainsi obtenue é&tait inférieure

fur

celle qu'auraient pu fournir les autres méthodes mais était trés supérieure

celle des cultures se développant selon la méthode classique.

[

II. STIMULATION DU CYCLE GLYOXYLIQUE

Plusieurs procédés étaient utilisables :

- diminuer l'aération des culture, en augmentant, par exemple, le volume du
liquide contenu dans chaque fiole de culture ; le mycélium aurait été plus
profondément immergé, mais au bout de quelques jours sa partie supérieure
aurait émergé, faussant les résultats. On aurait pu aussi essayer de modi-
fier la composition de l'atmosphére respirée par le Champignon, mais cela efit
entrainé de trop lourdes servitudes techniques ;

- utiliser des inhibiteurs spécifiques du cycle citrique. Nous avons fait en
particulier des essais d'incorporation de malonate composé inhibiteur de la

succinate-déhydrogénase (THORN, 1953 ; TOKUNAGA et al., 1969). Mais ce corps
bloque presque totalement la croissance du Lepfosphaeria typhae. De plus, il
ne résiste pas aux températures de stérilisation & 1l'autoclave et complique-
rait donc la mise en oeuvre des trés nombreuses fioles de culture nécessaires

pour notre expérimentation ;

- introduire dans le milieu des substances stimulant les réactions enzymati-
ques recherchées. Nous avons retenu cette solution car, étant donné le but de
notre étude, une stimulation nous paraissait préférable a une inhibition. Nous
avons utilisé pour cela l'acétate de sodium, agent "dérépresseur" de l'isoci-
tratase et, par conséquent, stimulant de toute la voie glyoxylique (COTTER et
al., 1970 ; KORNBERG et COLLINS, 1958 ; KORNBERG et al., 1958 ; SMITH et
GUNSALUS, 1955 ; TURIAN, 1960,1961 ; TURIAN et al., 1962). Ce sel (CH_,COONa,
3H,0) présentait de surcroit l'avantage de n'étre en aucun cas toxigué pour le
Leptosphaeria typhae, méme s'il était introduit en forte proportion (1 %)

dans le milieu de culture.

PROCESSUS EXPERIMENTAL

Le milieu de base était la décoction d'avoine a 20 g/l. Pour des rai-
sons techniques (nombre de boites de Roux utilisables, volume des enceintes de

culture, etc...) nous avons dd réaliser deux séries d'expériences séparées :
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1) des cultures aérées par introduction de baguettes de verre dans le milieu ;

2) des cultures enrichies en acétate de sodium. Aprés quelques essais, nous
avons introduit ce corps dans la décoction d'avoine aux concentrations de
0,1 % -0,5%-1%.

-

Le développement s'effectuait & 18°C + 1°C. Ces cultures ont été

menées & l'obscurité et sous éclairement alterné 12/12.

Bien entendu, dans tous les cas, nous comparions les mycéliums ainsi
obtenus a des colonies-témoins cultivées sur décoction d'avoine dans les mémes

conditions physiques.

RESULTATS

I. INFLUENCE DE L'AERATION.

Les courbes de croissance et les mesures d'activités enzymatiques
ont été réalisées sur les mémes séries culturales. Par contre, le dosage des
acides organiques a été fait sur des mycéliums spécialement mis en culture,

car il exige de fortes quantités de matiére.

I.1) Croissance et reproduction : Les résultats sont résumés dans le tableau 5

et les figures 2 et 3.

Tableau 5 : Reproduction sexuée en cultures aérées.

Conditions de Date d’apparition Abondance des
culture des péritheces périthéces au Seme
Jjour

Obscurité sans
baguette

Obscurité avec
baguettes

Lumiére sans N .
7eme jour 100
baguette

Lumiére avec

baguettes Beme jour 130




Poids de matiere séche(mg /fiole)

FIGURE 3 : EVOLUTION DU POIDS DE MATIERE SECHE
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Le démarrage de la croissance est faiblement retardé par la présen-
ce des baguettes, car une partie des ascospores ensemencées dans le milieu tom-
be au fond du flacon et donc germe sous les baguettes. Mais, dés le 6éme jour,
le mycélium se développe en émersion et le rendement est amélioré : les masses
de matiére sé&che . des cultures émergées sont alors légérement supérieures a cel-
les des cultures témoins et le maximum de croissance est atteint légérement plus
tdt ; les différences entre les deux formes de culture sont minimes, au plan

du rendement pondéral.

Par contre, l'aération exerce un trés net effet sur la reproduction.
En effet, si les premiéres ébauches périthéciales apparaissent sur les cultures
émergées 24 heures plus tdt seulement, dés le 8éme jour le mycélium est couvert
de périthéces. A ce moment-la, les cultures témoins portent des ascocarpes
beaucoup moins nombreux, seulement groupés en ilots, essentiellement le long

des parois de la fiole. A l'obscurité aucun périthéce n'apparait.

I.2) Activités enzymatiques et acides organiques : Les mesures d'activités

enzymatiques étaient effectuées quotidiennement. Il ne pouvait en étre de méme
des dosages d'acides organigques, quli ont été réalisés en deux points de 1la
phase de végétation active du Champignon (6éme et 8éme jours) puis au moment
du maximum de croissance {(10éme jour) et enfin dans la phase de sénescence

(12éme jour).

Les résultats sont groupés dans les figures 4, 5, 6, 7 et 8 et le

tableau 6.

Le développement du Champignon met en jeu les trois voies classiques

au niveau du métabolisme intermédiaire des acides organiques :

- formation d'acide lactique, ou "glycolyse lactique aérobie" (TURIAN, 1969) ;
- cycle citrique ;

- cycle glyoxylique.

—— e . . o e s e i e

quantitativement de tous les acides. Il joue un rSle moins important dans les
mycéliums en émersion. En particulier, on constate une trés forte chute de la
teneur en cet acide au 102me jour de culture sur baguettes, au moment ol la
majeure partie du mycélium est émergée. Cela montre une plus grande orientation

de la lactico-déshydrogénase dans le sens oxydatif.
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TABLEAU 6 : INFLUENCE DE L'AERATION SUR LA TENEUR MYCELIENNE EN ACIDES ORGANIQUES.

5éme JOUR 8éme JOUR 10éme JOUR 12éme JOUR
L8 L 0B 0 L3 L B o Ls L 08 0 L8 L ca o
............................... T P RS NS SO, T S| SR | ST A SR R SR
f;ii: 98 motiere [ g, a6 | 22,2| 34,8 | 150 127 | 132,8| 95,1 | 228 | 304 225 | 184 | 239 | 247 | 245 | 218
3
icide lacticue 5434 | 5448 | 9360 | 5348 | 3266 | 3780|4840 | 3185 | 731 | 3516 | 1575 | 3110 | 2714 | 3323 | 1780 | 1381
(54,2) | (72) | (33) | (65,8)|(54,2)| (48,2) (67,4 (80,1 (29.3) (51) | (35) |(35,5)( (38,51 48.2)|40.71|(27.7)
‘cice fumsriaue 176 | 108 | - sg 134 55 | 145 | ag - 137 35 142 | a7 88 153 | 30
1.7y je18) - | e | Ll @ | aae | - e 1,9 | (0 |G. [o,s)
‘cige succiniaue | 2376 | 386 | - | 1830 | 1218 | 1195|1070 | 1205 | 298 | ss3 a7s | 2225 | ass | 1asz | 785 | 4900
(23,7) (10,8} - | (23,2)|(20,2)| (15,3) (14,8) (22.9)| (11,3) (12) | (10.5)| (25,41 (19,2)|(20.7)|(18.2)| (16.7)
\cide malique 508 595 | 314 | 4ss 570 | 1028 - 355 | s82 | 1455 | 1535 | sos | 318 | 1114 | 3577 | 2085
8 [6,5) | (5,3 (5,70 {(11,1)] (13,3 - | 6.7) | (22,8) (21.1)] (2a.13|(5.7) |(5.8) |(15.8)](13.3)] (34)
\cice citrigue 556 < « 5 456 | 743 | 260 | 220 | s7o | sce 455 | 485 | 263 | 745 | 735 | aos
(5,50 | - - - 7.5 | 8.8 | (3.2 4.1 | (28,8) (8.8) | (10 |(10,1)((5.8) |(10.81] (18,41 | (15,19
Acide malonigue 363 = 346 - 30 - 425 - 108 - 116 378 - kS - -
(3) 2 5,8 - (1,3 = 5,8 - |43 - | 12,8) |(4,3) = = . =
\cice glycolique | 353 |823 | 346-| 378 | 201 316 | sos | 218 | 11e | 307 222 | 1278 | 230 | 238 | z38 | 203
(3,5) [(8,2) | (5,8)| (4,8) [(3,3) [(4,1) | (6.3) ] (4,1) | (4,77 (4,8) | (5,1) 1(14.3)|(4,3) |(3,2) |(5.5) |(3.4]
\cide zlycénigue = = = - - 522 = = = = 81 221 120 - - Ela)
5 = - - - 18,7 . - - - e |25 |z : - 1.8
>y rrelicone 1542|872 | 894 |138a [1182 | ga3 431 | 303 | 270 | ze8 954 | 350 | s70 | s27 | 1257 | 2431
(12,3) | (7) | 1D | (19,8 |016,13)(10,9) | (5.5 ] (5,5) | (g.a) ! 2.7 l17.m|3a) | (1) | () li22.5)| (2381

Les poids de metiére séche sont exprimés =n mg par fiole de culture.
Les concentrations en acides en nano éguivalents pour 100 mg de matidre sacne.
Les chiffres entre parsnthéses sxpriment les pourcentages des acides par rapport & 1’ensamole.
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FIGURE 4 : EVOLUTION DE L’ACTIVITE ISOCITRATE-DESHYDROGENASIQUE
(MOYENNE DE 4 MESURES)
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FIGURE 5 : EVOLUTION DE L'ACTIVITE ISOCITRATE-LYASIQUE

(MOYENNE DE 4 MESURES)
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FIGURE 6 : EVOLUTION DU RAPPORT ISOCITRATE DESHYDROGENASE/
ISOCITRATE LYASE
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: EVOLUTION DE L'ACTIVITE DE LA SUCCINATE-DESHYDROGENASE

(MOYENNE DE 4 MESURES)
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lorsque le Leptosphaeria typhae se développe sur baguettes.

L'enzyme caractéristique du cycle glyoxyligue, 1l'isocitratase, pa-
rait par contre inhibée a la fois par l'éclairement et l'aération. Cette
inhibition est confirmée par la présence de quantités d'acide_succinigque géné-
ralement plus faibles dans les cultures sur baguettes. Ces effets de l'éclai-
rement et de l'oxygénation apparaissent nettement si on suit 1l'évolution du
rapport_isocitrate déshydrogénase/isocitratase : & partir du 82me Jour de

culture, il est plus fort dans les cultures émergées et, dans les mémes condi-

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

Les autres acides détectés fournissent quelgues renseignements :

l'acide malique est en général moins abondant en conditions d'émersion. L'a-

moyenne, et surtout dans les mycéliums éclairés, le rapport malique/citrique
est supérieur a 1 pour les cultures sans baguette et voisin de 1 dans les

fioles a forte aération.

Les cultures immergées contiennent davantage d'acide glyocolique.

et i e e e S e e e s T e

tout au long du développement dans toutes les conditions de culture.

II. INFLUENCE DE L'ACETATE.

II.1) Croissance et reproduction : Les résultats sont résumés dans les tableaux

7 et 8 et les figures 9 et 10.

En présence d'acétate, la crcissance mycélienne ecst ralentie danc

un premier temps puis fortement stimulée 2 partir du 5eéme jour de culture ;

1'intensité de ces deux phénoménes successifs varie dans le méme sens que la



Tableau 7
pigue au 9eme jour.
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: Stade lipidigque du mycélium & l'observation microsco-

Milieu de culture Lumiere Obscurité
Témoin 1 1
+ 0,1 % d'acétate 1a2 2
+ 0,5 % d'acétate 3 2
+ 1 % d'acétate 3 3
Légende : Stade 1 1 & 2 globules lipidigues par cellule
Stade 2 2 &@ 4 globules lipidigues par cellule
Stade 3 nombreux globules lipidiques accolés.
Tableau 8 : Cultures éclairées : richesse en périthéces.

Milieu de culture
Témoin
+ 0,1 % d'acétate

+ 0,5 % d'acétate

+ 1 % d'acétate

Date
d'apparition

7eme jour
8eme jour
Séme jour

12éme jour

Abondance

100

70

30

trés faible
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EIGURE 9 : EVOLUTION DU POIDS DE MATIERE SECHE DES CULTURES
SUR MILIEU A L‘ACETATE (CULTURES ECLAIREES)
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concentration du milieu. De méme, les poids de matiére séche maximaux sont
d'autant plus élevés et la date ol ils sont atteints d'autant plus retardée

que la solution de culture est plus riche en acétate.

Sur touéiieé milieux supplémentés, les articles du mycélium contien-
nent de nombreuses gouttelettes lipidiques (tableau 6). Les fortes accumula-
tions lipidiques se traduisent a l'cbservation visuelle par une surface mycé-
lienne se couvrant de taches noir-verddtre alors que les cultures témoins de-

meurent trés peu pigmentées.

En ce qui concerne la reproduction (tableau 7), l'effet de 1l'acétate
est extrémement net : des doses croissantes inhibent de plus en plus 1l'appari-

tion des péritheces.

IX.2) Activités enzymatigques 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 étudids, nous avons

limité les dosages d'acides organigques & trois points des courbes de croissan-

ce : 7éme, 9éme et lléme jours.

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.

par l'acétate sous éclairement, alors qu'elle est plutdt stimulée 2 1'obscu-

rité (figure 13).

o e 0 it P o o . s St A o T s e e S e s St i

de faibles variations allant plutdt dans le sens d'une augmentation de son ac-
tivité, phénoméne observé aussi chez le Newrospora crassa (FLAVELL et FINCHAM,
1968) .

e e e i et i e s o N
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plus grande quantité dans les mycéliums-essais que dans les cultures-témoinss,

De plus, dans ces derniéres, sa concentration s'abaisse au cours du développe~

ment, alors qu'elle a tendance a s'élever dans les cultures nourries d'acétate.
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3 : Activités snzymatigues exprimées en unités internationales.

FUMARASE SUCCIND-DESHYDROGENASE ISOCITRATE-DESHYDROGENASE
Lumigére Obscurité Lumigre Cbscuriteé Lumiére Cbscurité
T 9,017 0,017 g,018 0,018 0,815 0,018
+0,15% g,018 Q0,018 0,018 8,018 0,006 8,611
Same + 0,5 % 3,018 0,020 6,017 0,016 0,008 0,018
5 1 & 0,017 9,018 0,015 0,015 0,014 | 0,014
T 0,021 0,020 0,821 0,021 g0,04 0,838
% + 0,1 % 0,022 0,023 0,017 3,015 3,025 0,024
Gl + 0,5 % 0.021 0,020 0,015 0,014 0.028 2,019
+ 1% 0,022 0,022 85815 0,013 0,024 0,C23
i 0,021 6,019 0,021 0,320 0,349 0,032
as + 0,1 % Q0,022 0,022 0,018 3,018 0,021 0,Cc30
= + 0,53 0,022 0,022 £,015 0,014 0,531 0,035
+ 1% 0,023 0,022 0,014 0,013 3,036 0,048
T 0,017 g,017 0,022 g,c21 0,042 0,033
+ 0,1 % 3,021 0,020 0,016 0,015 0,040 3,048
Seéme + 0,5 % 0,022 0,023 g,01s 3,014 c,029 G,230
“ 1% 0,023 0,023 0,014 0,013 0.c28 3,041
Miliew : T témoin (avoine 20 g/1)
+ 0,1 % : + 0,1 % d'acétate
+0,5%: + 0,5 % d'acétate
+ 1% 1+ 1 % d'acétate
Tableau 10 : Activités enzymatiguss exprimées en unités internmationales (suite].
JOUR MILIEU FUMARASE SUCCINO-DESHYOROGENASE ISOCITRATE-CESHYDROGEMNASE
<U - -
Lumiérs Obscurité Lumigre Obscurité Lumigre Cbscurité
T 0,017 0,017 0,021 39,021 0,345 0,83
+ 0,1 % 0,021 0,018 3,018 3,015 0,338 0,048
1Cama + 0,5 % 0,022 0,020 0,015 0,018 2,031 C.043
+ 1% 0,023 0,021 0,013 0,013 0,028 0,051
T 0,017 0,017 0,021 0,021 G,048 G,345
+ 051 % 0,020 g,018 Q0,018 0,015 3,035 0,051
11éme + 055 % 0,022 0,020 0,015 g,015 0,033 0,355
1% 0,023 0,022 0,013 0,013 0,028 0,048
T 0,017 0,018 0,021 0,020 30,044 0,037
+ 0,1 % 0,020 * 0,018 0,015 0,015 0,034 0,041
128me + 0,5 % 0,022 g,020 0,015 3,014 0,030 a,038
+ 1% 0,023 0,023 0,013 0,012 0,028 0,031
T 0,017 0,018 0,020 0,020 0,038 0,023
+ 0,1 % 0,020 0,017 0,015 0,015 0,030 9,020
14eme + 0,5 % 0,022 0,018 ag,014 0,014 0,014 0,027
* 9 % 0,023 0,323 c,013 0,013 0,025 0,021
Milieu T ¢ témoin (avoine 20 g/1)
«+ 0,1 %: + 0,1 % d*acétate
+0,5%: +0,5% a'acétata
+ 1% : + 1 % d'acétate.
%
\5
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FIGURE 11 : EVOLUTION DE L'ACTIVITE ISOCITRATE-LYASIQUE
SUR MILIEY A L'ACETATE (CULTURES ECLAIREES)
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FIGURE 13 : EVOLUTION DU RAPPORT ISOCITRATE DESHYDROGENASE/
ISOCITRATASE SUR MILIEU CONTENANT DE L'ACETATE
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ment les rapports isocitrate-déshydrogénase/isocitratase (figure 13).

L'éclairement des cultures entraine chez celles-ci d'une part une
rapide de cette teneur au cours de la végétation. Quel que soit 1l'dge du mycé-
liums, il contient de plus fortes quantités d'acide malonique s'il s'est déve-

loppé sur acétate.

DISCUSSION

I. 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 parallélement la production de
périthéces 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 a l'obscurité, méme dans les
cultures émergées, semble résulter d'une déviation profonde de la physioclogie
de la cellule dans cette direction. La présence d'acide glycolique dans ces
mycéliums confirme cette interprétation. TURIAN a d'ailleurs constaté des phé-

noménes analogues chez les Aflomyces (1960).

Nous pouvons rapprocher nos résultats de ceux de TURIAN (1960) sur les
Allomyces et les Neurospora : chez ces organismes, la "féminisation" est liée
4 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 Lepfosphaeria typhae, 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 prq;_ﬂ
duisant pas de périthéces se rapprochent des mycéliums "masculinisés" étudiés
par TURIAN et des cultures & spermaties (gamites midles) du Gnomondia Leptostyla
(FAYRET, 1975).
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TABLEAU 11 : INFLUENCE DE L'ACETATE SUR LA TENEUR MYCELIENNE EN ACIDES ORGANIQUES (mano-¢q./100 mg).

Les chiffres entre parenthéses expriment leas pourcentages des acides par rapport & l'snaeable.

7ama JCUR 9ema JOUR 11eme JOR
ACIDE nILzEY Lumidre Obscurité Lumiére Qoscurité Lumiérae Obscurité
T 5900 2100 5300 3708 4500°
; (6,2) 128,7) (44,4) (44) (43.8) 131,5)
BRI 6400 3400 4400 11300 5300 3100
LACTIGUE (55,2) (48] (43,3) (64,7} 38,6} (31,7)
. 0.51% 5400 4100 5500 4800 5100 4000
(56.7) 150,9) 53,4) (34,7) 38,8) (30.4)
v1 % 9300 4700 4000 4100 56G0 3000
155,31 (sa) (80) (42,1} (41,7} a1.2)
T 1700 1100 1500 1000 600 300
(18,5) (19,8) (12,2} (11,8 (5.3) (13,2
$ 0,11 1900 1700 2000 3900 2300 1700
SUCCINIQUE €16,7) (23 (19,7) €22,2) (17) (17,9
*$0,5% 1100 1500 1500 2100 1400 2300
(11,8) (13.2) (14,9) (15.4) £10,8) 117,5)
vty §00 1100 400 1500 300 1500
. 3,1 . 14,5 (10,8) 15,8) (6.6} 115,9)
T 400 200 1100 1100 1200 1800
(4,3 (16,5) (9,3) (12,7} (11,23 (24,6}
0.1 % 700 800 1 900 500 1900 2200
MALIQUE . (6,1 {10,2) 18.8) 3 {13,86) (22.7)
$0.51% 700 200 500 1300 1800 1800
18,9) (2.4 14,4) (R3] 13,8) (19.9)
e1y 1300 200 400 s00 1200 900
.2 (2,9) (3} (9,1) Q) 19,5}
T 8 18 143 131 148 164
0€
e e | vo1t ) 145 151 151 149 17a
(mg/Flolal v 8,51 s8 3 128 191 178 m
EER 18,5 as 118 161 148 [ 229

TABLEAUG 12 : INFLUENCE DE L’ACETATE SUR LA TENEUR MYCELIENNE ER ACIDES ORGANIQUES (mano-4q./100 ag).
Les¢ chiffres entre parenthises expriment les pourcantages des acides par rapport 23 i'ensexmble.

? Seme JDUR 1tame JOUR
acroe nILIEy b2 JOUR )
Lumidre abscurité Lumigre Qbscurité tumiére Obscurita
T 800 800 1300 1400 3100 700
(5,8) €13,7) (15,6) 118,21 (29.5) (10,31
$ 0.0 % 1200 800 1800 300 2800 1500
CITRIQUE 19,9) 110,9) t18) 11,8) 20,9 18,9}
v 0,5% 900 700 800 1060 2000 1100
19,5 18,9) (8,13 (6.9 15,31 (8,5)
BRI 3900 500 300 ] 1800 700
(22,51 (7,9 (12,8) 6.7} (12) 16.7)
1 1 - . Va0 . N
(1.5)
00,18 200 30 80 100 200 100
(1,4 (1,21 (0.8) (0,8} (1,21 (1,31
FUMARIQUE v 0.5 1 200 80 200 500 - 100
2,2) (1) 2,1 a,7) (0.9}
B 200 100 - - 100 -
(1,2 1,21 10.9)
7 200+ 300 400 400 300 220
12) (4,8) (3.8) 4.2 12,63 (2,4)
00,18 400 400 400 700 1000 600
3,4 (4,3) [ERT] (3,8 (7.2) t6.1)
ALONIQUE 50,58 500 700 900 3200 2400 3060
(6,71 8.7 (9,2 (23,4 (18,7 (22,9)
IERY 500 500 400 1800 2600 3000
t1.5) (5,9} 5,71 i18,6) 113.3) (30,81
' 300 s0 700 Rt - 200
3,2) () (6,21 1.7 (3,9
v 0.1y 130 &0 00 200 200 1ca
CLYCERIOQUE (3.7} 10,81 3,3 1,2 (.7 1,3)
+0.51% 200 200 a0 100 100 106
2,0 2,11 3,8) 10,6 (0,81 (0,91
DR 1000 53 60 100 700 50
15.7) (0.6) 13,73 .21 (5,4} (0,51
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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 Leptosphaeria typhae est inhibée et méme totalement blogquée.

Ici aussi, les résultats confirment 1l'hypothése de départ.

Au début du développement, le retard de croissance des cultures sur
acétate peut étre expliqué par le temps d'adaptation du Champignon a cette
source de carbone (MONOD, 1942). Ensuite, les vitesses de croissance et les
poids de matiére séche deviennent supérieurs a ceux des cultures témoins. Cette
stimulation provient de 1l'apport supplémentaire de carbone assimilable. Le
Leptosphaeria typhae s'adapte a 1l'acétate mieux que beaucoup d'autres Champi-
gnons, en particulier les Aﬂﬂomyceé et les NeuAOApona (TURIAN, 1960, 1961).
Peut étre son adaptation est-elle facilitée par la présence d'autres substan-

ces nutritives dans la décoction d'avoine.

A premiére vue, il semblerait y avoir contradiction entre l'accrois-
sement de l'activité isocitratasique consécutif & l'augmentation de la teneur
du milieu en acétate et la réduction de la richesse du mycélium en succinate.
Cette disparition du succinate est trés certainement dde aux besoins plus in-

tenses consécutifs aux vitesses de croissance plus grandes.

Contrairement & ce qu'on aurait pu attendre, l'acétate provoque une
augmentation de la synthe&se d'acide lactique chez le Lepfosphaeria typhae. on
était en effet en droit de penser que la glycolyse ne fonctionnerait pas et ne
pourrait donc fournir le pyruvate, matiére premi&re de la fabrication de l'aci-
de lactique. Mais, la encore, nous devons nous rappeler que dans notre milieu
complexe l'acétate ne constitue pas l'unique source de carbone : il est fort

possible que'la glycolyse fonctionne a partir des glucides dissous dans la

décoction d'avoine.

Quoiqu'il en soit, l'ensemble de nos observations montre que, sous
l'action de 1l'acétate, le métabolisme intermédiaire est orienté dans le sens
réducteur, comme le confirment 1'inhibition de la succinate-déshydrogénase

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

ke

ment de l'équilibre fonctionnel parait lié directement & la richesse en acé+"-. =

Ch

tate du milieu de culture. S,

Ly
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Enfin, on peut noter l'abondance de l'acide malonique dans les cultu-
res effectuées avec acétate ; ceci est a 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

lipogenése parait correspondre & une physiclogie d'un type, sinon pathologique,

du moins trés 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 gque ceux-ci sont porteurs
d'un plus grand nombre de périthéces ; ceci n'avait jamais été observé chez
aucun autre Ascomycéte. FRANKE~RINKER et BEHRENS (1979) ont montré que l'acide
citrique accumulé par les Champignons supérieurs est dd & 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 gue la chair du carpophore ;
de méme, les plantes supérieures accumulent ce corps dans leurs ovaires (COIC
et al., 1968). Cette cbservation s'étend donc & une grande partie du Régne
Végétal. Encore une fois, les cultures fertiles du Lepfosphaeria typhae peuvent
étre assimilées 3 des organismes "féminisés", chez qui les voies oxydatives
(cycle citrique) sont plus actives. En effet, elles différencient des ascogo-
nes (gamétes femelles) qui, aprés fécondation, provoquent la formation des

péritheéces.

CONCLUSION

La corrélation entre la reproduction sexuée du Leptesphaeria Lyphae
et l'équilibre oxydations-réductions de son métabolisme intermédiaire est donc
évidente. Notre Champignon est le premier Ascomycéte homothallique a fécondation

thallogamique chez qui ce phénoméne ait été démontrs€.

Une inhibition des voies oxydatives limite la fertilité du mycélium,
une stimulation l'augmente. Mais cette stimulation ne suffit pas a induire a
elle seule la reproduction sexuée. L'énergie lumineuse s'avére &tre dans notre
expérimentation le facteur inducteur indispensabie : en son absence pas d'as-
cogone, pas de périthéce. Il convient maintenant d'essayer de voir dans quelle

mesure la lumigre peut influencer la fertilité et le métabolisme intermédiaire

du Lepftosphaeria typhae.



CHAPITRE II : INFLUENCE DE L‘'ECLAIREMENT CONTINU
SUR LA CROISSANCE, LA REPRODUCTION
SEXUEE ET LE METABOLISME INTERMEDIAIRE,

INTRODUCTION

L'effet que la durée de l'éclairement exerce sur la reproduction
sexuée des Champignons est extrémement variable. Ainsi, le Gnomonia Leptosiyla
ne forme de péritheéces qu'a l'obscurité alors que ses séermaties ont besoin,
pour apparaitre, d'un rythme nycthéméral (FAYRET, 1975). La maturation des
primordiums du Copainus congregatus nécessite une période d'obscurité constan-
te (DURAND et ROBERT, 1980). Les Pymdicufardia exigent au contraire un éclaire-
ment constant pour fructifier (YAEGASHI et HEBERT, 1976). Le Diaporthe phasec-
Lorum produit moins d'ascocarpes sous éclairement constant (TIMNICK et al.,
1951) . Le Nectruia galligena, enfin, fructifie seulement sous photopériode 12/12
(DEHORTER, 1972). On constate doné de nombreuses différences de comportement
vis-a-vis de ce paramétre suivant l'espéce ; d'ailleurs au sein d'une espéce,
les résultats peuvent méme varier d'une souche mycélienne a l'autre : ainsi
1'éclairement continu est favorable a la reproduction d'une souche (S12) de
1'Hypomyces sofani, alors qu'une autre (S28) donne de meilleurs résultats lors-
qu'elle est soumise a une alternance : 16 heures de lumigre/8 heures d'cbscu-

rité (CURTIS, 1964).

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

Leptosphaernia typhae ne produit de péritheéces que s'il recoit un éclairement
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suffisant ; celui~-ci lui a toujours été appliqué sous une photopériode de

12 heures. Il était tentant 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-
noménes, soit enfin une action distincte ou méme opposée sur la sexualisation
et l'activité métaboligque. Des études préliminaires avaient montré que la re-
production sexuée paraissait inhibée par l'éclairement constant. Par comparai-
son avec le métabolisme intermédiaire des ALLomyces et des Newrospera (TURIAN,
1960, 1961, 1966), des Blastocladiella (CANTINO, 1956, 1961) et dAu Gnomonia
Leptostyla (FAYRET, 1975) nous avons émis une hypothése de travail que les
expériences décrites dans ce chapitre devaient nous permettre de vérifier : au
niveau du métabolisme intermédiaire, le Lepfosphaeria fyphae cultivé a 1'obs-
curité est comparable a des souches "masculinisées" ; lorsqu'il recoit ses

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

et puisqu'il produit des périthéces, il est en effet "féminisé" et émet des
organes aptes a capter le noyau mycélien qui, par thallogamie, permettra la
constitution du dicaryon ; si, sous éclairement constant, sa reproduction
sexuée est inhibée, peut &tre est-ce parce qu'il est trop orienté dans le sens
"femelle" par la lumiére et cela serait facile a contrdler 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 a proprement parmer, mais leur métabolisme serait trop orienté dans
le sens oxydatif (femelle) ou réducteur (mdle), la fertilité exigeant un équi-

libre parfait entre les deux tendances.

Nous avons donc comparé le développement et le métabolisme intermé-

diaire de trois types de cultures du Leptosphaeria Zyphae :

- maintenues & l'ocbscurité ;
- éclairées douze heures par jour ;

- éclairées continuellement.

Les trois lots de boites de Roux étaient cultivées dans une seule
enceinte de culture afin que tous les autres paramétres soient rigoureusement
les mémes pour tous les mycéliums, ce qui nous a contraint & ne faire que trois
prélévements : aux 7éme, 9éme et lléme jours. Ces travaux ont été publiés en

1979 (VIDAL et VIAIA).
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RESULTATS

I. CROISSANCE ET FRUCTIFICATION.

Les résultats, résumés dans la figure 14 et le tableau 13 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-

lierement sous lumidre constante.

Figure 14 : Evolution du poids de matigdre séche en fonction des
diverses conditions de culture.
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La fructification dépend nettement de l'intervention de la lumiére :

pratiquement nulle & l'obscurité, active et précoce sous éclairement alterns,

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

Tableau 13 : Reproduction sexuée.
Conditions de Richesse relative en Date d’apparition des
culture péritheces au 13&me premiers péritheéces

jour de culture
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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 a photopériode que dans les autres types de cultures. Sous éclai-
rement constant, on note des valeurs de méme ordre gue dans les mycéliums
maintenus a l'obscurité et méme inférieures au 7éme jour ; c'est seulement en

fin de croissance (lleéme 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-

lélement a l'isocitrate-déshydrogénase. Dans les mycéliums constamment éclai-
rés, c'est seulement au 9me jour qu'on constate une stimulation de cette

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

La teneur en succino-déshydrogénase augmente entre les 7&me et 9éme

jours, puis diminue. En début de croissance, elle est particuliérement grande
dans les cultures soumises a photopériode ; sous éclairement constant, elle
est alors du méme ordre qu'a l'obscurité, puis elle s'éleve et se maintient

a un haut niveau en fin de développement.

—— — e — - s o 2 s i P e s . s e e i et T e e

1'équilibre fonctionnel entre les cycles citrique et glyoxylique, évolue de

la méme maniére dans toutes les cultures : relativement faible au 7éme jour,
il s'éléeve au 9eéme puis s'abaisse & nouveau. Mais il est toujours plus élevé
dans les mycéliums recevant un éclairement alterné et c'est sous lumiére

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

IITI. LES ACIDES ORGANIQUES.

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

rie culturale (tableau 14).

Dans les mycéliums éclairés, la teneur de l'ensemble des acides orga=-
niques augmente entre les 7éme et 9&me jours, puis diminue ; elle suit une’

évolution inverse dans la2s cultures réalisées a l'obscurité.
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Tableau 14 : Evolution des acides organigues. Les quantités sont
exprimées en nanoéquivalents pour 100 mg de mycélium sec. Le chiffre
mis entre parenthéses indique le pourcentage.

7&8me jour 92¢me jour 112me jour
Acides |[eec-secccmcnpmemaceccmccarccceccoeeocbemecn e e m e m e e cqeccsccscec o e m e
L. & 12/12 Obsc L; ¢ 12/12 Obsc L.c 12/12 Obsc
Lactique 2360 (28,8) | 1350 (20,3) | 1710 (24,1) | 890 (10,2) | 1275 (15,4) | 850 (13,3) | 515(7.7) 720 (9,8) | 1065 (10,5)
Succinique | 2785 (34,1) | 2690 (40,4) | 2135 (30,1) | 2645 (30,2) | 2765 (33,5) | 1855 (29,1) | 1405 (21,1) 900 (12,2) | 1395 (13,7)
Malique 1345 (16,4) {1335 (20,1) | 1425 (20,1) | 2285 (26,1) | 1440 (17,4) | 1800 (28,3) {2375 (35.7) | 2970 (40,3) | 3815 (37,6)
Citrique 1295 (15,8) | 700 (10,5) | 1270 (17,9) | 1500 (17,1) | 2365 (28,6) | 1000 (15,7) [1840 (27,6) | 2320 (31,5) | 2950 (29,1)
Malonique | 370 (4,5) 390 (5,8) 530 (7,5) 714 (8,2) 390 (4,7) 565 (8,9) 345 (5,1) 150 (2,1) 450 (4,4)
Fumarique traces 665 (7.6) traces 270 (4,2) 175 (2,6) 300 (4,1) 460 (4, 5)
Glycolique 15 (0,2) 185 (2,8) 22 (0,3) 40 (0,4) 17 (0,2) 21 (0,3)
TOTAL 8175 6650 7100 8740 8260 6365 6655 7360 10140

L'acide lactique, trés abondant au 7éme jour, diminue ensuite d'au-
tant plus vite que les cultures sont soumises & une durée d'éclairement plus

grande.

En début de croissance, l'acide succinique est toujours plus abon-
dant dans les mycéliums éclairés. En fin de développement, surtout sous pho-
topériode, il diminue fortement. Au contraire, la teneur en acide malique s'é-
léve progressivement entre les 7éme et lléme jours dans toutes les conditions

de culture.

Au 7éme jour, la teneur en acide citrique des cultures soumises &
photopériode est relativement faible : ensuite, elle augmente fortement et

devient proportionnellement plus grande que dans les autres types de cultures.

L'acide malonique parait d'autant moins important que la fructifica-

tion devient plus active.

-

L'acide fumarique, présent a l'état de traces en début de croissance
tend ensuite & s'accumuler. Au contraire, on ne déciéle la présence d'acide

glycolique qu'aux 7éme et 9éme jours.
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DISCUSSION

Nous attribuons la faiblesse des poids de matiére séche obtenus au
cours de cette étude au fait que nous avons dd cultiver le Champignon dans les
seules enceintes de notre laboratoire susceptibles d'étre constamment éclairées
ces étuves presque parfaitement étanches sont de volume beaucoup plus réduit
que la piéce régulée qui nous avait servi pour les expériences précédentes.
L'oxygénation des cultures du Lepfosphaeria typhae est peut-étre trop faible,
ou la concentration en CO2 dégagé par la respiration trop forte. Nous n'avons
fait aucune expérience pour vérifier ces hypothéses et nous nous contentons
pour 1l'heure de constater des faits. De toutes fagons, les trois types de

cultures ont été effectués dans les mémes enceintes au méme moment et les ré-

sultats sont donc tres comparables entre eux.

Au cours de la croissance, la teneur en acide lactique et la propor-
tion de celui~ci par rapéort a l'enSemble des acides diminuent trés nettement.
Cette évolution est due a l'émersion du mycélium qui facilite une orientation
métabolique plus oxydative. Et, en effet, les activités enzymatiques du cycle
citrique augmentent ou demeurent trés importantes entre les 7&me et 9éme jours.
Ensuite, elles deviennent beaucoup plus faibles, traduisant ainsi la fin du
développement : le mycélium dans sa partie gamétophytique est sénescent. Il en
est de méme de la partie sporophytique de l'ascocarpe, puisque les asques sont

formées et contiennent des ascospores a l'état de dormance.

Si 1l'on compare les trois types de culture, on note une activité mé-
tabolique plus grande sous éclairement, surtout lorsque celui-ci subit un ryth-
me nycthéméral. Dans ce cas la stimulation s'exerce dés le début du développe-
ment sur toutes les enzymes étudiées et s'avére particuliérement nette au
7éme jour pour 1l'isocitrate-déshydrogénase, la fumarase et l'isocitrate-lyase.
Cette activité enzymatique plus intense se trouve d'ailleurs en accord avec
les masses importantes de matiére séche obtenues au 6&me jour, exprimant une
croissance plus rapide que dans les deux autres conditions culturales. On cons-
tate également, sous photopériode au 7éme jour, une teneur assez faible pour
l'ensemble des acides organiques : les synthéses trés actives empéchent 1l'ac-
cumulation des produits du métabolisme intermédiaire. Bien que générale, la

stimulation métabolique précoce des cultures fertiles est orientée avant tout

-
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dans un sens oxydatif comme en témoignent les valeurs du rapport isocitrate-
déshydrogénase/isocitrate-lyase ; celles-ci plus élevées dans les mycéliums
trés riches en périthéces gque 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 périthéces apparaissent un peu plus
tardivement que sous photopériode et sont nettement moins nombreux. Cette fer-
tilité moindre peut étre reliée aux quantités plus faibles d'acide citrique
observées aux 9¢me et 1l2me jours ; cela confirme ce que nous avions déja cons-
taté plus haut : la formation des périthéces s'accompagne d'une accumulation

de cet acide.

Par rapport aux cultures maintenues a 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
photopéricde et apparait plus tardivement : elle n'est vraiment nette gqu'au
9éme jour. Elle est surtout sensible pour l'isocitrate-lyase et la succino-
déshydrogénase qui, au lléme jour, atteignent des taux d'activité plus élevés
dans ces mycéliums gue 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 glyoxyligue moins favorable & la voie oxydative que dans le
cas de rythme nycthéméral et méme d'obscurité. C'est peut étre la raison pour
lagquelle, en éclairement continu, la différenciation des périthéces reste peu
importante, étant donné les corrélations étroites qui existent chez le Lepfos-
phaeria typhae (VIALA et VIDAL, 1972 ; VIALA, 1972) entre le métabolisme oxy-
datif et la reproduction sexuée. Chez lui, comme chez le Newrospora crassa
(KOBR et al., 1967 ; OULEVEY-MATIKIAN et TURIAN, 1968) et 1l'Aspergilllus nigen
(NG et al., 1973) un développement purement végétatif se caractérise par un
métabolisme réducteur, sans qu'on puisse relier cet état & une orientation
sexuelle quelconque. La stimulation du cycle citrique dans les mycéliums fer-
tiles pourrait n'étre que le reflet du phénoméne de différenciation (TURIAN,

1969 ; NG et al., 1973).

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

culiérement dans les mycéliums soumis & photopériode, est l'indice d'une

synthése active des lipides. Ensuite, sa diminution, plus importante dans les
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cultures a fructification intense, traduit leur mobilisation pour les nouvel-
les synthéses qu'implique la formation des périthéces, ce gui se traduit sous
le microscope par l'observation des mycéliums gamétophytigues perdant leurs

globules lipidigues au profit des périthéces.

En résumé, chez le Leptosphaesia fLyphae, si l'éclairement est un
facteur d'induction indispensable a l'apparition des péritheéces (VIALA, 1972 ;
VIALA et VIDAL, 1972 ; VIDAL, 1971 ; VIDAL et VIALA, 1973), son action continue,
au lieu de produire un effet cumulatif, devient néfaste & la fois au métabo-
lisme oxydatif et & la reproduction sexuée. Celle-ci se produit lorsque le

Champignon est soumis a un rythme nycthéméral, c'est a dire loxsqu'il rencontre

les conditions les plus proches de la nature.






CHAPITRE IIT : INFLUENCE DE LA DATE D'ECLAIREMENT
SUR LA FRUCTIFICATION ET LE META-
BCLISME 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 & la fois ces deux phénoménes, presqu'au méme 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 Leptosphaenia typhae. Nous avons en méme temps étudié l'effet que
de courtes durées d'éclairement appliquées & 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 a la fois sur la

date et la durée d'éclairement des cultures.

Ce travalil a été publié dans les "Annales des Sciences Naturelles",
Botanique, l12&me séries, tome 14, fascicule 1, pages 53 a 69 (1973). Nous re

produisons ci-dessous le texte intégral de cette publication.
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INFLUENCE DE LA DATE DECLAIREMENT
SUR LA FRUCTIFICATION
ET LE METABOLISME
DU LEPTOSPHARIA TYPH/E

Par Gérard VIDAL et Guy VIALA

Laboratoire de Cryptogamie, Universite des Sciences et Techniques de Lille,
Groupe de Mycologie fondamentale et appliquée de Lille,
B. P, 36, F 59650 Villeneuve-d’4Ascq,
et Laboratoire de Physiologie végétale de U'Institut Catholique,
C.E.A.R.N. de I'Université Paul-Sabatier,
31, rue de la Fonderie, 31068 Toulouse Cédex.

RESUME

Des cultures in vitro du Leptospheria typhe sont soumises
4 un certain nombre de photopériodes 12/12 durant leur crois-
sance. Les témoins demeurent & lobscurité. Dans tous les cas,
la lumiére stimule le métabolisme oxydatif et la reproduction
sexuée. Mais Deffet quantitatif de I’éclairement dépend du
moment ou il est appliqué au cours de la croissance. L’action de
la lumiére est faible en début et en fin de développement. Le
champignon est plus sensible a I'énergie photonique aux envi-
rons du 7° jour. Entre les 7° et 11° jours la fructification et la
stimulation du métabolisme sont d’autant plus intenses que les
photopériodes sont plus nombreuses. Au 11° jour et au-dela, la
sensibilité du champignon a Paction spécifique de la lumiére
sur la reproduction sexuée s’affaiblit, bien que I'on constate
toujours une stimulation nette du métabolisme.

SUMMARY

Influence of the time of lighting on fructification
and metabolism of Lleptosphaeria typhae.

Cultures in vitro of Leptospharia typha are submitted to a
certain number of photoperiods 12/12 during a 13 days growth.
The control remains in the dark.
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In all cases, light stimulates oxydative metabolism and sexual
reproduction. But the quantitative effect of light depends on
the time of action in the course of growth. Light influence is
slight if applied either at the beginning, or at the end of growth.
The fungus is more sensitive to light energy near the 7th day.
From 7th to 11 days, metabolism enhancement and fructification
are higher if 12/12 photoperiods are more numerous. After the
11th day, the fungus sensitivity to specific action of light on
sexual reproduction decreases, although the metabolism is
strongly stimulated.

INTRODUCTION

Parmi les phénomeénes morphogénétiques qui caractérisent la diffé-
renciation fongique, la reproduction sexuée nous parait le plus important
en raison du rodle essentiel qu’elle joue dans la vie des organismes (TURTAN,
1970).

Pour I'étude de la fructification sexuée, le choix du Leplosphwria
typhe (Auers.) Karsten (Ascomycéte, ordre des Pleosporales) parait par-
ticulierement propice. L’aptilude de ce champignon & former des périthéces
en milicu liquide et & ne différencier aucune forme de mulliplication végé-
tative est assez rare chez les Ascomycetes. De plus, grice 4 Paction de la .
lumiére, nous pouvons econtroler la [ructification de ce microorganisme
(LAcOSTE, 1963). Soumises a un éclairecment convenable, les cultures
deviennent fertiles, tandis que placées a 'obscurité elles demeurent slériles.
Nous avons entrepris une ¢tude physiologique du développement du Leptos-
pheeria typh:e et montré, au cours du métabolisme intermédiaire, Pexistence
de trois voies prépondérantes : cycle citrique, cyele glyoxylique et formation
d’acide lactique. L’¢quilibre entre ces trois systémes est orienlé dans le
sens oxyvdalif pour le mycélium fertile (photo-induit), alors que les voies
réductrices prennent plus d’importance dans les cultures maintenues a
Iobscurité et donc stériles (Viana, 1969, 1972, Viana ef al,, 1968, 1969). La
stimulation de la voie glyoxylique par Uion acctate inhibe la reproduction
sexuée. Inversement, une stimulation du métabolisme oxydatif, oblenue
en facilitant le contact du mycélium avee ['air, augmente le nombre de
péritheces et rend leur différenciation plus précoce. Mais, dans aucun cas,
nous n’avons oblenu de périthéeces 4 Pobscurité : la lumiére demeure, dans
nos condilions expérimentales, le facteur d’induction indispensable i la
reproduction sexuée (Viara et Vinar, 1972),

Aprés avoir comparé les cultures de Lepftosphwria typhie, réalisées
d’une part & tobscurité et d’autre part & la lumiére suivant un rythme
nycthéméral 12/12, nous nous proposons d’¢tudier Pinlluence, sur e déve-
loppement du champignon, d'une ou plusicurs photopériodes de 12 heures
inlervenant i divers moments de la croissance.
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MATERIEL ET METHODES

Les cultures.

Le champignon, isolé et décrit par LacosTE (1965), est cultivé a 18 °C dans des boites
de Roux d’un litre contenant 100 ml d’une décoction d’avoine a 20 g/l.

Les cultures différent entre elles par le nombre de photopériodes et le moment oit
celles-ci interviennent. Chaque photopériode correspond & 12 heures de lumiére pour
12 heures d’obscurité, ’éclairement, fourni par des tubes fluorescents « blanc brillant de

0 5 10 Tempsij)
i A e

3

BB 12 heures dobscurité
[ 12 heures d'éclairement

Fie. 1. — Différents types de cultures réalisées.

luxe », est de 3 000 ergs/cm™/sec™’. Nous avons résumé dans la figure 1 les quaire types
de cultures :

1 : cultures réalisées constamment a 'obscurité;

2-3-4 : cultures placées d’abord a l'obscurité, puis soumises a Vinfluence d’une ou
deux photopériodes, et enfin replacdes a I’obscurité;

5-6-7 : cultures commengant leur développement a ’obscurit¢ et le poursuivant
ensuite sous action d’un rythme nycthéméral 12/12;

8 : enfin des cultures soumises régulierement et dés le premier jour a un rythme
nycthéméral 12/12.

Dosages enzymatiques.

Techniques.

Les mesures sont effectuées a la température du laboratoire (20° C envi-
ron), 4 'aide d’un spectrophotométre Unicam SP 800 B. Nous avons dosé
I'isocitratase selon la technique de Dixo~n et KorNBERG (1959) adaptée par
Tokruvaca et al. (1969) en suivant Papparition de la glyoxylate phénylhy-
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drazone & 324 nm et Uisocilrale-déshydrogénase en notant la réduction du
NADP en NADPH-H+ & 340 nm (Toku~aca etf al, 1969). Nous n'avons pas
fait de dosage de lisocitrate-déshydrogénase NAD-dépendante, Pextréme
labililé de cette enzyme ne nous permeitant pas d’oblenir des résullats
fiables.

Enfin, nous avons ulilisé la méthode de ELrLs (1959), adaptée par Toxv-
NAGA el al. (1969) pour le dosage de la succino-déshydrogénase. On mesure
A 600 nm la décoloration du 2,6-dichlorophénol-indophénol par Phydrogéne
libéré du succinate en présence de phénazine méthosulfate.

< Unités.

Suivant les conventions internationales nous avons défini une unité
d’enzyme d’aprés la quantité de matiére proléique nécessaire pour transfor-
mer une micromole de substrat en une niinute,

Extraits acellulaires.

Le mycdlinm, recueilli par centrifugation puis lavé dans le tampon Tris-
HCl 0,2 M pH 7,5 est mis en suspension dans le méme tampon contenant
de PEDTA-Mg 4 la concentration de 10-5 M. 1l subit ensuite un broyage
a I'Ultra-Turrax 4 0° C durant 1 minute. Le broyat est centrifugé 4 3000 g
ét 4 0° C pendant 20 minutes. Le surnageant, conservé dans la glace, cons-
titue Pextrait acellulaire.

Protéines.

Les proléines sonl purifiées par précipitation au sulfate d’ammonium,
ce qui permet notamment I'élimination des composés phénoliques, puis
dosées selon la miéthode de Lowry et al. (1951) avec la sérum-albumine de
beeut (Sigma) pour étalon.

Dosages des acides organiques.

Nous avons dosé les acides organiques mycéliens selon la méthode
automatique de CaARLES ef al. (1967), CARLES (1968) et CARLES et ABRAVANEL
(1971). Le mycélium utilis¢ avait été recueilli par centrifugation, lavé, fixé
a lazote liquide et lyophilisé. Les dosages sont exprimés en micro-équi-
yalents pour 100 mg de matitre séche. Pour des substances qui, comme les
acides organiques, n’exislent qu’en solution, la référence au poids sec peut
paraitre anormale, mais il est difficile de préciser la teneur en eau du
mycélinm.
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~1

Dosages des acides amingés.
Apreés extraction, les acides aminés ont été dosés & P'aide d’un appareil
Technicon, selon la méthode de CarLES et ABRAVANEL (1970).

RESULTATS

I. — La croissance et la fructification.

La croissance des diverses cultures, mesurdée par la variation du poids
de maliére séche, ne présente pas de diff'érences significatives el 'on peut
considérer que toutes ¢voluent de la méme facon que les témoins delairéds
dés le premier jour (fig. 2).
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F16. 2. — Evolution du poids de matiére séche d'une culture
en fonction du temps.
TanrLeav I. — RICHESSE RELATIVE EN PERITHECES AU 137 jour
Type de culture
1 2 3 4 5 6 7 8
Richesse en périthéces ........ 0 10 40 20 0 25 100 100

Par contre, on note de grandes différences dans la fructification
(tableau I). Les premiers périthéces apparaissent dés le 67 jour dans les
cultures-témoins (8). A lobscurité, aucune fructification ne se forme au
cours du développement (1); si ces cultures sont soumises a des photo-
périodes aprés quelques jours de croissance, des périthéces se différencient
24 i 48 heures apres le premier éclairement (2) (5) (4) (5) (6) (7). Un faible
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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 demeure toujours faible.
D’une facon générale, ils sont d’autant plus abondants que les photopériodes
sont plus nombreuses et appliquées plus précocement. Le champignon
soumis & deux photopériodes en fin de croissance, c’est-a-dire au 11° jour,
reste pratiquement stérile.

II. — Les activités enzymatiques.

(i) Llisocitrate-déshydrogénase.

L’activité de lisocitrate-déshydrogénase est toujours plus grande dans

les ¢
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ment & Uobscurité (fig. 3). Dans le cas des cultures placées i 'obscurité
mais soumises, au cours de leur développement, & une ou plusicurs photo-
périodes, on constate qu'une seule photopériode appliquée au 7° jour suflfil
& stimuler activité de Pisocitrate-déshydrogénase. Une deuxiéme photopé-
riode au 8" jour augmentce el prolonge, dans le temps, cette aclivite.
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Cependant, pour les cultures qui aprés éclairement sont & nouveau portées
a Tobscurité, Pactivité de I'isocitrate-déshydrogénase reste toujours infé-
ricure a celle des cullures qui, éclairées au méme stade de développement,
demeurent ensuite soumises &4 un rythme nycthéméral.

En définitive, Pactivité de I'isocitrate-déshydrogénase est d’autant plus
grande que les photopériodes sont précoces et-nombreuses. Etant donné que
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la lumiére ne modifie pas de facon significative I'activité isocitratasique, il
en résulte que le rapport : activité de l'isocitrate-déshydrogénase/activité
isocitratasique, augmente d’autant plus que les photopériodes sont plus
nombreuses.
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b) Succino-déshydrogénase et fumarate-hydratase.

L’activité de la fumarate-hydratase et surtout celle de la succino-
déshydrogénase évoluent généralement dans le méme sens que celui que
nous venons de décrire avec I'isocitrate-déshydrogénase, a savoir une stimu-
lation trés nette sous P'action des photopériodes particuliérement sensible
pour la succino-déshydrogénase (fig. 4 et 5).
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Ill. — Les acides organiques du mycélium
(fig. 6, 7,8, 9 et 10).

Les acides organiques, considérés dans leur ensemble, deviennent tou-

jours abondants dés qu'on soumet le mycélium a une ou plusieurs photo-
périodes.
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Ainsi, au 13° jour, dans les cultures maintenues constamment a ’obscu-
rité, les teneurs, pour 100 mg de mycélium, sont de 3 pumoles tandis que
dans tous les autres cas elles sont au moins égales & 6 umoles. Ces diffé-
rences se refrouvent 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.

ANN. SClL. NATURELLES, BOT., 12¢ S, 1973, T. 14. 3
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ACIDE LACTIQUE
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IV. — Les acides aminés libres du mycélium
(tableau II).

TaBLEaU II. — TENEUR DU MYCELIUM EN ACIDES AMINES LIBRES
EXPRIMEE EN MICROMOLES POUR 100 MG DE MATIERE SECHE

Type de culture

1 2 3 4 5 [
Tejour .............. .o 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8 21,8
9¢jour ...l 13,9 15,3 13,9 13,9 13,9 13,9
11 jour ................ 12,0 11,4 11,5 12,0 12,0 12,0
13% jour ... ..., 14,4 14,4 15,2 13,3 14,3 13,8

21.8
14,2
11.8
15,3
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ACIDE SUCCINIQUE
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Lorsque le champignon est éclairé dés le premier jour, 'ensemble des
acides aminés libres est plus abondant que dans le mycélium développé a
I'obscurité, excepté au 13° jour. Bien que nous ayons dosé individuellement
tous les acides aminés libres, nous examinerons surtout les variations qui
nous paraissent les plus significatives, a4 savoir celles des acides aminés
basiques et celles de I'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 a
4 % pour l'arginine, de 8 a 4 % pour la lysine, de 4 a 0,5 % pour l'orni-
thine et de 3 a 1,5 % pour 'histidine, soit au total de 31 a 10 %. Toutefois,
sous l'action de la lumieére, les teneurs restent toujours plus grandes.
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Le tableau 15 compléte les informations contenues dans l'article

que nous citons. Il permet de mieux préciser le raisonnement relatif a la syn-

these-des acides aminés.

Tableau 15 : Evolution des acides gminés les plus importants
(pourcentage du totall. v
S~ Type de a-ALANINE
~~~culture
Jour 1 2 3 4 5 8 7 8

7eme 22,8 22,8 22,6 22,8 22,6 22,5 22,8 18,4

Seme 22,8 | 20,7 23,2 22,8 22,8 22,8 23,2 22,4

11&me 21,5 22 22,1 25,4 21,5 25,4 21,7 22,4

13éme 21,89 21,2 24 23,3 24,8 24,4 24,4 21,8
ACIDE Y-AMINO-BUTYRIQUE

7éme 14,4 14,4 14,4 14,4 14,4 14,4 14,4 14,6

Seme 16,1 15,4 15,3 16,1 16,1 16,1 15,3 15,7

11eme 18,89 15,4 17,89 18,8 18,89 13,7 15,3 15,4

13eme 21,5 17,2 13,4 16,6 17,7 14,7 16,7 17,7
ACIDE GLUTAMIQUE

7eme 4,4 4, 4,4 4,4 4,4 4,4 , 3,2

9eme 4,7 3,8 s , s 1

11éme 4,7 8,5 8,6 4,7 6,6 4,3

13eme 8,5 8,8 8,8 7,9 6,1 9,8 6,9 9,5
ACIDES AMINES BASIQUES

7eme 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 30,5 36,89

Seme 24,5 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 21,1 28,1

11&me 14,9 16,3 12,3 15,86 14,9 15,6 20,2 | 17,2

13eme 9,5 12,1 16,8 13,0 12,3 14,4 11,8 17,2
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ACIDE CITRIQUE
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Lorsque les cultures sont réalisées a I'obscurité, la proportion de I'acide
y-amino-butyrique, par rapport & Pensemble des acides, croit régulierement
du 7° au 13° jour, et passe de 14,5 % a 21,5 %. Avec seulement une ou deux
photopériodes, la proportion n’atteint que 17 a 18 %; enfin, & un rythme
nycthéméral 12/12 elle se stabilise aux environs de 15 %. Donc 'importance
de l'acide y-amino-butyrique diminue d’autant plus que les cultures sont
éclairdes et fertiles, variant en sens inverse de celle des acides aminés
basiques.
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ACIDE MALIQUE
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DISCUSSION

Synthése des acides aminés.

Aux 7°, 9° et 11° jours, les acides aminés libres du mycélium sont plus
abondants dans les cultures éclairées dés le début de la croissance que dans
celles maintenues a 'obscurité. Cette observation est en accord avec nos
résultats antérieurs (ViarLa, 1969), qui ont montré que la lumiére stimulait
la synthése des acides aminés. Cependant, il semblerait que ce ne soit plus
le cas aprés 13 jours de culture, étant donné que les valeurs deviennent alors
plus grandes & ’obscurité. En fait, nous savons que cette baisse de concen-
tration en fin de développement est i rapprocher des besoins de la fructifi-
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cation (ViarLy, 1972) ef, par conséquent, n'est pas incompatible avee notre
interprétation.

L’influence d’éelairement, intervenant aprés le 6° jour, se traduit rare-
ment par une augmentation de la iencur en acides aminés. Cela ne signifie
pas pour autant Pabsence de slimulation; en effet, il ne faut pas oublier
que P'accumulation des acides aminés libres du myeclium correspond a un
bilan résultant des quantités synthétisées et des quantités ulilisées. Or si
la fumiére stimule la synthese des acides aminés, elle déelenche ¢galement
la fructification et par conséquent crée des besoins nouveaux. Malgré la
formation souvent importante de périthéces, Jle stock des acides aminds
libres demeure parfois supérieur & celui des cultures stériles et ne devient
inféricur que dans certains cas pour lesquels, d’ailleurs, la différence n’est
jamais trés grande @ moins de 10 %.

Enfin, nous avons toujours constaté qu'au fur et & mesure de la crois-
sance des cultures du Leptosphieria typha, I'importance des acides aminés
basiques diminuait alors que celle de I'acide y-amino-butyrique augmentait,
Pour ce dernier acide, cette ¢volution se concoit aisément puisque chez le
Leptlospheria typhee il peut étre considéré comme une forme de réserve
(Viara, 1972). 1l nous parait significalif de souligner gqu’en présence de
photopériodes, I'importance des acides aminés basiques demeure toujours
plus grande qu’a Uobscurité, et celle de 'acide y-amino-butyrique, au con-
traire, toujours plus faible. Ceci suggére une stimulation, par la lumiére,
de Pactivité métabolique et probablemient aussi une prolongation de cetle
,activité.

Les acides organiques et le métabolisme oxydatif.

La stimulation de Pactivité métabolique par la lumiére se constate aussi
pour les acides organiques. En effet, tout stimulus lumineux provoque une
accumulation de ces corps. Une ou deux photopériodes suflisent pour pro-
voquer une augmentation trés nette; cependant, si elles ne sont pas suivies
de nouveaux éclairements, la différence tend, par la suite, & s’atténuer. Cette
abondance accruc d’acides organiques témoigne de synthéses plus aclives,
devenant largement excédentaires par rapport aux besoins. La synthése de
Pacide citrique est particulierement stimulée; mais ce phénomene se
retrouve également avec les acides malique, succinique et méme avec
Yacide lactique.

En ce qui concerne ce dernier acide, il convient de faire plusieurs
observations. Dans le mycélinn éclairé dés le premier jour, Pacide lactique
est un peu plus abondanl que dans les cullures réalisées a I'obscurité, mais
la proportion de cet acide par rapport a I'ensemble y est toujours plus
faible : par exemple, 36 % au lieu de 50 % au 7° jour. Cette diftérence mérite
d’étre soulignée car eile signifie (u'en présence de lumiére, la formation
d’acide lactique devient physiologiquement moins importante qu’a I'obscu-
rité. Pour les cultures ne recevant de I'éclairement qu’aprés le 7° jour, et
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quel que soit le nombre de photopériodes, les teneurs en acide lactique sont,
au 13° jour, bien supérieures a celles des cultures éclairées dés le premier
jour. Par rapport a celles-ci, le champignon qui 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 chaine respiratoire.

Ceci nous ameéne a considérer 'aspect oxydatif du métabolisme a partir
des résultats des dosages enzymatiques. L’activité de I'isocitrate-déshydro-
génase est, nous l'avons vu, d’autant plus stimulée que les photopériodes
sont précoces et abondantes; par contre, on n’observe aucune influence de
lIa lumiere sur Pactivité isocitratasique. Etant donné que Pisocitrate-déshy-
drogénase est ’enzyme clé de la voie citrique, et I'isocitratase celle de la voie
glyoxylique, il résulte de ces observations un net déplacement de I’équilibre
fonctionnel du métabolisme en faveur de la voie oxydative qu’est le cycle
citrique. Plaide également dans le méme sens le fait que plus les photopé-
ricdes sont nombreuses, plus grandes sont les activités de la fumarate-
hydratase et surtout celles de la succino-déshydrogénase.

Donc I'accumulation des acides organiques et les résultats des dosages
enzymatiques s’accordent pour témoigner d’une stimulation de Pactivité
métabolique par [a lumiére. Simultanément, les photopériodes déclenchent
la reproduction sexuée et la rendent d’autant plus abondante qu’elles sont
plus nombreuses. Aussi il est particuliérement significatif de pouvoir établir
une corrélation entre la multiplication du nombre de périthéces et Ia
stimulation de Pactivité métabolique, notamment celle de type oxydatif.

Importance de la date de Péclairement.

Deux conditions d’éclairement nous semblent présenter un intérét par-
ticulier; il s’agit, d’une part, des cultures soumises a un rythme nycthémeéral
a partir du 7° jour (7) et, d’autre part, des cultures éclairées uniquement
en fin de croissance, c’est-a-dire au 11° jour (5).

Il parait trés important de constater que le fait que le rythme nycthé-
méral intervienne deés le premier jour, ou seulement a partir du 7, ne modifie
pas I’abondance des périthéces au 13° jour (tableau I). Dans le cas d’éclai-
rement au 7° jour, la formation des périthéces déclenchée plus tardivement
demeure trés intense, jusqu’au 13° jour; par contre, dans les cultures
témoins la fructification, commencée plus tot, se stabilise et I'activité méta-
bolique se ralentit comme semble l'indiquer la baisse de I’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 légére stimulation de I'activité enzyma-
tique : en particulier de la succino-déshydrogénase et de la fumarate-hydra-
tase. Malgreé cela, le champignon n’a, au 13° jour, différencié aucun périthéce.

11 nous apparait donc qu’en fin de croissance la sensibilité du cham-
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pignon & 'action spéeifique de la Jumicre sur la reproduction sexude soit
affaiblic; le métabolisme est toujours stimulé, mais Pactivité sexuelle qui
en résulte est pratiquement nulle. De méme, les ¢clairements subis en d¢hut
de culture ne semblent pas tres efficaces. Par conlre, entre les 7° et 11° jours,
les photopériodes ont un effet cumulatit : plus elles sont précoces et
nombreuses, plus le métabolisme oxydatif et la reproduclion sexuée sont
stimulés, alors que ces effels s’atténuent si, apres une ou deux phases lumi-
necuses, le champignon est replacé a 'obscurité.

Comme pour le Nectria galligena (DEHORTER, 1972), il existe chez le
Leptospheria typhae un stade de développement olt le champignon est par-
ticulicrement sensible a I'action de la lumic¢re. A la suite de ces premiers
résultats, que nous nous proposons de préciser ultérieurement, il est possible

de situer aux environs du 7° jour la période de sensibilité maximale.

CONCLUSION

Nos travaux antéricurs ont montré I’existence de corrélations étroites
liant la reproduction sexuée a 'action de la lumitre et au métabolisme inter-
mcédiaire de type oxydatif. Cette nouvelle expérimentation confirme et com-
plcte les observations précédentes. En effet,- par un apport conlrolé de
lumicre tout au long de la croissance, nous parvenons a modifier le rapport
isocitrate-déshydrogénase/isocitratase et, par li méme, a modifier 'intensité
de la fructification.

Le fait essentiel que nous avons pu constater est une variation de la
sensibilité du champignon a I’énergie lumineuse au cours de sa croissance.
L’action de la lumiére esl maximale aux environs du 7° jour; un seul
stimulus lumincux suffit alors a induire la reproduction sexude. Cependant,
si 'on veut maintenir Pintense activité métabolique et la production de
péritheces, il est nécessaire d’éelairer 4 nouveau le champignon. En effet,
du 7° au 11° jour, la réponse du champignon est d’autant plus importante
que le nombre de photopériodes est plus élevé. Il semble que la reproduction
sexuce dépende étroitement d’un facteur spécifique synthétisé sous I'action
de la lumiére et indépendant de Pexcitation métabolique qu’induit le flash
lumineux, facteur que le champignon ne serait plus capable de synthétiser
au 11° jour et plus tard.
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En 1980, DEHORTER et LACOSTE ont étudié, d'une maniére approfondie,
l'effet de la lumidre sur la différenciation des périthéces du Nectria galli-
gena. En particulier, ils ont pu constater que l'éclairement en début de cul-
ture (de 0 & 6 jours) était inutile pour l'obtention des périthéces. Une seule
périocde de lumidre, appliquée au moment favorable (7&me ou 8éme jour) suffit
pour induire une importante fructification, mais on n'atteint un maximum 4d'effi-
cacité qu'en multipliant le nombre des photopériodes. Le Nectria galligena
réagit donc de manidre trés voisine du Lepfosphaeria typhae.






COMCLUSION A LA PREMIERE PARTIE

L'ensemble des résultats des trois chapitres de la premiére partie

de notre Thése nous permet d'aboutir a un certain nombre de conclusions :

1) on constate une corrélation constante entre la fructification sexuée et

une stimulation des activités oxydatives du cycle citrigue ;

2) l'éclairement est indispensable & la reproduction sexuée du LepZosphaeria

tgphae dans nos conditions de culture : les cultures maintenues a l'obscurité

demeurent stériles méme si on favorise l'activité du métabolisme oxydatif ;

- ~

3) l'éclairement ne suffit pas & lui seul a 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 a l'obscurité durant les 6 premiers jours de croissance ;

si, a partir du 72me jour, il recoit une dose de lumiére suffisante, sa re-
production sexuée sera aussi active et son métabolisme intermédiaire aussi

nettement orienté dans le sens oxydatif.

De méme, dans les cultures dgées maintenues & l'obscurité, la lumiere
appliguée le lléme jour stimule encore le cycle citrique mais les péritheéces

ne se forment plus.
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L'éclairement continu dans le nycthémére est nuisible a la fructifi-
cation et inhibe l'activité du cycle citrique, le cycle glyoxylique compensant
ce ralentissement. Peut &tre le Champignon a-t-il bescin d'une "phase obscure"
pour différencier ses ascocarpes, dont l'initiation serait sous la dépendance

exclusive de la lumilre, comme chez le Nectria galligena (DEHORTER, 1980).

5) le Leptosphaernia typhae passe par une période de sensibilité maximale a la
lumiére ; cette phase se situe aux alentours du 7éme jour de culture c'est-a-
dire au moment ol justement apparaissent les premiers périthéces dans nos con-
ditions expérimentales. Il ne nous est pas possible d'expliquer ce phénoméne ;
il ne peut en particulier étre relié a une phase quelcongue du processus de
différenciation des ascocarpes, qui est extrémement rapide chez notre Champi-
gnon (moins de 48 heures), contrairement & ce qui se passe chez le Nectria
gatlligena (DEHORTER, 1972). Nous pouvons supposer gque cette sensibilité est
plutdét en rappecrt avec le stade de développement végétatif du mycélium, qui se
trouve alors dans sa phase de croissance la plus rapide, la proportion d'hyphes
jeunes en pleine activité physiologique atteignant son maximum. Une partie de
notre travail actuel et futur sera orientée vers la précision de cette période
de grande sensibilité a la lumiére et la recherche du ou des photorécepteurs
et des métabolites intervenant dans le transfert de l'énergie (mycosporine ?),
responsables de la modification du comportement cellulaire aboutissant & la

reproduction sexuée ;

6) nous avons remarqué qu'une forte teneur mycélienne en acide citrique était
concomittante & la formation des périthéces. Cette observation confirme les
constatations faites sur certains Champignons (LE ROUX, 1962) et sur des plan-
tes supérieures. D'aprés FRANKE-RINKER et BEHRENS (1979) cet acide provient

de l'activité du cycle citrique.



DEUXIEME PARTIE

RELATION ENTRE LA FRUCTIFICATION SEXUEE ET
LE METABOLISME LIPIDIQUE

———— - - - - -






INTRODUCTION

Au cours des recherches précédentes, nous avons pu constater quelques
faits qui nous ont incité a entreprendre une étude du métabolisme lipidigque au

cours de la différenciation de notre Champignon :

- les ascospores sont trés 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 a 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 ;

-~ 1'évolution des teneurs mycéliennes en acide malonique, précurseur des acides
gras, semble indiquer des différences assez nettes dans le métabolisme lipidique
du Leptosphaeria Typhae selon qu'il produit des périthéces 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 morphogenése sexuée des Champignons. Les travaux les plus appro-
fondis ont porté sur le Saccharomyces cerevisdiae (TINGLE et al.,1973 ; ILLING-
WORTH et al.,1973). DARNAUD (1971) a comparé les lipides de souches mdles et
femelles d'Achlya bisexualis, FAYRET (1975) a étudié les relations entre la
composition lipidique du mycélium et les diverses morphogenéses du Gnomonia
Leptostyla. Les résultats obtenus par ailleurs, en particulier par MILLS et al.
(1974-1978) su¥ le Blastocladiella emersonil demeurent trés fragmentaires.

Au cours des chapitres qui vont suivre, nous allons essayer de

"débroussailler™ ce probléme dans le cas du Leptosphaernia typhae :

~ en étudiant 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, lumiére, acétate...






MATERIEL ET METHODES

Les méthodes utilisées pour ce travail sont trés diverses. Aussi
décrirons-nous au cours de chague chapitre celles qui ont été plus particulié-
rement utilisées pour le réaliser. Nous résumons ci-dessous les techniques

générales que nous avons employées le plus frégquemment.

CULTURES ET OBTENTION DU MYCELIUM

Le Champignon est cultivé sur la décoction liquide de farine d'avoine
a 20 g/1 a 18°C en bolites de Roux. Quotidiennement 20 a 30 fioles sont préle-
vées, Le mycélium est recueilli par centrifugation a 0°C, remis deux fois en
suspension dans l'eau distillée a +4°C, centrifugé a nouveau puis fixé par
1l'azote liquide. Il est ensuite lyophilisé et le lyophilisat est conservé a

~24°C sous atmosphére d'azote dans des flacons hermétiquement clos.

EXTRACTION DES LIPIDES

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 & volume) selon la
méthode de FOLCH et al. (1957). Aprés broyage & l'ultra-turrax pendant 30 se-

condes, on laisse l'extraction s'effectuer sous atmosphére d'azote pendant
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15 heures & la température du laboratoire (+18°C environ). On filtre l'extrait
sur filtre délipidé (filtre Durieux n° 111, ruban vert) puis on le lave par
1/5 de son volume d'une solution de NaCl a 9 g/l ; on laisse décanter le mé-
lange eau + méthanol. On recueille 1l'extrait chloroformique qu'on séche sur
NaZSO4 anhydre, puis on l'évapore sous courant d'azote au bain-marie a 50°C.
Le résidu lipidique est pesé ; on le conserve pour des analyses ultérieures
dans un volume minimum de benzéne, sous atmosphére d'azote, dans des flacons

hermétiquement fermés par un bouchon de Téflon (Systéme Sovirel S.V.L.) a

-24°C.

CHROMATCGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE DES ACIDES GRAS

Les lipides sont saponifiés par ébullition sous reflux pendant 3 heu-
res dans une solution de KOH & 5 % dans le mélange benzéne/méthanol (1/5 vo-
lume & volume). Les acides gras obtenus sont méthylés par le sulfate diméthyli-

que en présence de méthanol saturé de K_CO_, (MARTIN et DRISCOLL, 1966). Les

esters, dissous dans le sulfure de carbine? sont chromatographiés a travers
une colonne en acier inoxydable de 1/8", longue de 2 m, contenant 10 % de
D.E.G.S. sur Chromosorb WAW, dans un chromatographe Intersmat 12 DFL relié

a& un intégrateur L.T.T. ICAP 5. L'azote sert de gaz vecteur. Le four est pro-

grammé de 130°C a 180°C, 8°C/minute.



CHAPITRE I : EVOLUTION DE LA TENEUR LIPIDIQUE DU
MYCELIUM AU COURS DU DEVELOPPEMENT.

I.1 LES LIPIDES TOTAUX

-

. Nous avons tout d'abord cherché a vérifier les observations microsco-
piques (accumulation dans les filaments fertiles au début de leur croissance,
puis disparition au moment de la formation des organes sexués) et les dosages
d'acide malonique. Pour cela, nous avons procédé a des extractions et dosages
de lipides totaux au cours de la croissance de cultures fertiles (éclairées)
et stériles (maintenues 3 l'obscurité). Ces travaux ont été publiés dans le

"Canadian Journal of Botany" (vol. 57, n°® 16, p. 1701-1705, 1979).

RESULTATS

Dés le 7&me jour de culture, des périthéces apparaissent sur les cul-
tures éclairées, alors que les mycéliums témoins demeurent stériles et stric-

tement végétatifs.

La figure 16 montre que les différences de croissance entre les deux
types de cultures sont assez faibles. Dans les deux cas, on observe un point

d'inflexion sur la courbe entre les 9&me et 10éme jours, traduisant un
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ralentissement de la croissance. Le poids du mycélium lyophilisé par fiocle de
Roux est légérement supérieur dans les cultures éclairées, surtout au début
du développement ; les cultures maintenues a l'obscurité croissent un peu plus

longuement.

L'observation de la figure 17 permet de constater que dans les deux
types de cultures les teneurs en lipides s'abaissent légérement en tout début
de développement. Elles s'élévent ensuite jusqu'au 8&me jour, puis s'abaissent
3 nouveau. Aprés le %2me jour, l'évolution est différente : dans les mycéliums
éclairés le pourcentage de lipides diminue, alors qu'il augmente dans les colo-

b

nies végétant a l'obscurité.

La figure 18 montre l'évolution des quantités de lipides contenues
dans chaque unité culturale ; on constate que les colonies fertiles (éclairées)
accumulent plus de ces substances gue les mycéliums témoins jusqu'au 9éme jour.
Aprés cette date, alors que les cultures maintenues a l'obscurité continuent

jusqu'au 12&me jour & accumuler des lipides, ceux-ci ont tendance & disparaitre

des mycéliums éclairées puis ne sont reconstitués que lentement.

Le tableau 16 indique la compositicn en acides gras des lipides du
Champignon. On n'observe aucune différence qualitative entre les deux types
de cultures. La longueur de chaine la plus représentée compte 18 atomes de
carbone, les acides les plus abondants étant en général 1l'oléique (C18 . 8
et l'a-linoléique (C18 . 2)(déterminé par son temps de rétention en C.P.G.).
1), stéarique (C18) et lino-
lénique (C18 . 3), sont aussi toujours présents en quantités importantes. Nous

Les acides palmitique (C16)' palmitoléique (C.16

avons aussi mis en évidence de faibles teneurs en acides en C12 et C14 et des

traces d'acides a plus longue chaine, Coo et C ainsi que de chaines a nombre

22
d'atomes de carbone impair : ClS et C17. Jusqu'au 7éme jour, les mycéliums
éclairés sont plus riches que les témoins en acides & 16 atomes de carbone et
plus pauvres en acides en Cig- Ensuite, on note une tendance inverse. Les te-
netirs en acides polyinsaturés (Cyg . 2et Cig . 3) varient de maniére différen-
te selon que le Champignon se développe a l'obscurité : au début de la crois-
sance, les témoins en contiennent la plus forte proportion ; apreés le 8éme
jour, c'est sous photopériode gqu'on en trouve la plus grande gquantité. Le de-

(1).

gré d’'insaturation subit une évolution paralléle a celle de ces acides

(1) Deg/zé d'insatunation = pourcentage d'acides & 1 doubfe Liaison + pourcentage
d'acdides a 2 doubles Liaisons x 2 + powrcentage d'acides a 3 doubles Liai-
sons x 3/100.
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Tableau 16 : Composition en acides gras (%) des lipides des deux
types de cultures, moyenne de guatre mesures.

Jour de culture

s 6 7 ] 9 10 u i2 13
Acide jumiére obscurité Jumiére obscurité  Jumié b it Jumie obscurité lumiére obscurité Jumiére obscurité jumiére obscurité lumiére obscurité lumiére obscurité
Cia 3.63 2.02 1.01 t 3. 2.08 0.40 1.91 1.49 1.23 2.82 1.43 2.46 2.76 0.50 0.80 1.06 i1
Cun tt t St t t t t t t t Cot t t t t t 1 t
Cya 1.74 1.89 1.18 0.87 2.718 .37 0.40 1.85 1.44 0.63 1.07 1.32 1.14 2.19 0.65 0.83 1.60 1.5
Craut t t t t t t t t t t t t t t t t t t
Cis 18.64 22.32 17.16 15.44 i5.83 13.12 12.45 14.84 12.26 15.12 10.88 i3.40 10.52 12.86 8.37 11.91 10.28 12.54
Cisr 1.82 3.7 3.89 2.90 2.48 2.47 2.03 5.76 2.42 4.95 2.42 3.60 1.97 3.60 2,15 3.65 3.05 4.21
Cis 5.17 5.7 5.60 5.84 5.717 4.37 4.67 5.96 6.09 7.16 5.00 5.81 5.45 6.60 3.73 4.95 5.36 6A‘4‘2
Cin 30.66 34.97 32.18 3i.67 28.01 28.07 25.50 29.97 28.43 31.68 24.47 28.33 24.66 29.28 29.87 30.38 31.64 33.29
Cis:a 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 33.58 34.69 28.92
Cia:s 11.76 1i.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
Deuﬁl:;m- 1.2t 1.09 1.25 1.36 1.28 i.42 i.54 1.27 1.40 1.15 1.50 1.35 1.52 1.29 1.57 1.41 1.4% 1.31

Le Leptosphaeria typhae se montre relativement peu riche en lipides
bar 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 Dictyostelium discoldeum (LONG et COE, 1974) en
fournit 10 a 12,5 %, le Blastocladiella emersonii 11 % (MILLS et CANTINO,
1974), le Mucor mucedo 13,5 3, 1'Aspergillus ochracews 14,8 $ (SANCHOLLE et
CHAVANT 1976), le Gnomonia Lepfostyfa plus de 18 % (FAYRET, 1975), 1'Oude-
mansiella mucida 29,1 % (NERUD et MUSILEK, 1974). Ceci est certainement da
en grande partie aux conditions de culture ol 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 EE_EE" 1974) , phénoméne

courant chez les Ascomycétes (DEHORTER, 1972 ; FAYRET, 1975).

Les teneurs mycéliennes en lipides &voluent différemment selon que
les cultures se sont développées sous photopériode ou & l'obscurité. Le léger
ralentissement de croissance constaté entre les 9&me et 10&me jours (figu%ej16)

est précédé d’un abaissement général de la richesse en lipides (figure 17fﬁ“Mais,
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lorsque le Champignon végéte a l'obscurité, et demeure donc stérile, l‘accu-
mulation de lipides reprend dés le 9&me jour et se poursuit jusqu'a la fin de
la croissance (12&me jour). Jusqu'au 8&me jour les cultures éclairées contien-
nent une plus grande proportion de lipides que les témoins ; & ce moment-1l3a, les
périthéces commencent & se former en nombre élevé et ces substances sont vrai-
semblablement utilisées pour les multiples synthéses que l'organisation des
organes sexuels nécessite. Cette mobilisation des réserves lipidiques est
telle que méme leur quantité absolue par unité culturale (figure 18) s'abaisse
lors du ralentissement de croissance entre les 9&me et 10éme jours. Cette évo-
lution de la richesse en lipides, accumulation avant la phase de sexualisation
puis utilisation au cours de celle-ci, recoupe nos observations sur les varia-
tions des teneurs mycéliennes en acide malonique (VIDAL et VIALA, 1973). D'au-
tres Champignons présentent des réactions analogues. Les cellules amiboides

du Dictyosteldium discoddeum (LONG et COE, 1974) synthétisent de fortes quanti-
tés de lipides avant de s'agréger pour constituer le sporocarpe puis ces
substances sont utilisées. Chez le Saccharomyces cerev.dsiae, le taux de lipi-
des augmente avant 1l'ascosporulation (CHASSANG et al., 1972 ; ILLINGWORTH et
al., 1973). La lipogenése est active chez le Gnomonia Lepfostyla lors de la
formation des ascocarpes, qui est suivie d'une lipolyse (FAYRET, 1975). Il
semble donc qu'il s'agisse 1a d'un mécanisme trés général accompagnant la
différenciation sexuée des Champignons ; WERKMAN et al. (1977) l'interprétent
chez le Zygornhynchus moelleri comme une accumulation de lipides dans le mycé-
lium suivie d'une migration de ceux-ci dans les gamétocystes puis dans les
zygotes permettant a ces derniers d'assurer leur rSle de réserve bien que leur
activité synthétique soit faible. De méme, chez le Leptosphaeria typhae on
peut observer que les ascospores sont trés riches en globules lipidiques alors
que les filaments mycéliens se vident des leurs lors de la formation des péri-
théces (VIALA, 1972). L'explication de WERKMAN et al. parait donc é&tre valable
aussi pour notre Champignon. Il se pourrait aussi que les oscillations consta-
tées aprés le 98me jour dans les cultures fertiles (figure 18) soient en rap-
port avec des "vagues" d'ascocarpes mais nous n'avons pas pu constater de re-

lation entre les deux phénomeénes.

La composition en acides gras des deux types de cultures présente
des variations concomittantes & celles de la teneur en lipides. Lors de la
phase initiale d'intense accumulation lipidique, les mycéliums éclairés sont

plus ricnes en acides palmitique et oléique et leur degré d'insaturation est
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plus faible que celui des cultures stériles. Ceci pourrait indiquer une plus
forte activité de synthése car les acides a chaine plus longue (C18) provien-
nent de l'allongement des plus courts (C16) et les polyinsaturés sont les pro-
duits de la désaturation de l'acide oléique (MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974). Au
contraire, aprés l'apparition des premiers périthéces, l'acide palmitique est
moins abondant dans les cultures fertiles et le degré d'insaturation y devient
plus élevé que dans les mycéliums témoins, les teneurs en acides lincélique

et linolénigque s'élevant nettement. Ceci est peut-&tre did & un certain ralen-
tissement de la synthése lipidique. Mais la différenciation sexuelle des Cham-
pignons s'accompagne frégquemment d'accumulation d'acides gras insaturés, et
tout particuliérement d'acides linoléique et linolénique : c¢'est le cas du
Saccharomyces cerevisdiae (ILLINGWORTH et al., 1973) ; le carpophore de 1l'Aga-
ricus biépo&ué contient plus d'acides linoléique et linolénique que son mycé-
lium (HOLTZ et SCHISLER, 1971) ; de méme les basidiospores du Cronartium
5u¢iéonme sont plus riches en acides insaturés que les écidiospores (CARMACK
et al., 1976 ; WEETE et al., 1977). Il est d'ailleurs intéressant de noter
que DALPE et NEUMANN (1976) induisent la différenciation sexuée de divers
Ceratocystis par apport aux cultures d'acide linoléique. ILLINGWORTH et al.
(1973) pensent que la plus grande teneur en acides insaturés donne aux mem-

branes des vésicules utilisées pour les translocations une mobilité plus élevée.

Des variations analogues de la composition en acides gras des cellu-
les mycéliennes peuvent étre induites par des modifications des conditions de
culture : en particulier, l'oxygéne est indispensable aux désaturations
(MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974). Une augmentation de l‘'aération active les désa-
turases ; ainsi, les cultures aérobies du Mucon noux{i{ (SAFE et DUNCAN, 1974)
et du Mucor genevensdis (GORDON et al., 1971) sont plus riches en acides insa-
turés a 18C et plus pauvres en acide palmitique que les cellules développées
en anaérobiose ; il en est de méme chez divers Alfernania (GERASIMOVA et al.,
1974). Lorsque NISHIKAWA et al. (1974) inhibent l'activité respiratoire du
Saccharomyces carlsbergensds 4228 par un apport de thiamine, le degré d'insa-
turation des lipides de cette levure s'abaisse, alors qu'il s'éléve si on
stimule sa respiration par la pyridoxine. Il y a donc une relation trés étroite
entre l'activité générale des oxydations cellulaires des Champignons et leur
teneur en acides gras insaturés, tout particuliérement linoléigue et linoléni-
que. Or, nous avons prouvé que la reproduction sexuée du Leptosphaeria Zyphae

s'accompagna d'une forte stimulation des oxydations cellulaires. Nous retrouvons
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donc ce phénoméne au niveau du métabolisme lipidique. Les lipides de réserve
pourraient non seulement &tre utilisés comme matidre premiére pour l'élabo-
ration des périthéces et des ascospofes,'mgéé aussi leur oxydation fournirait
une partie de l'énergie nécessaire aux mﬁltiples synthéses que la différencia-

tion de ces organes rend indispensable.

1.2 EVOLUTION DE L'ACTIVITE DE SYNTHESE LIPIDIQUE
- AU COURS DU DEVELOPPEMENT.,

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'aprés les analyses que nous avons
faites, il semblerait que l'activité de synthése de lipides se ralentisse au
moment de 1l'apparition des ascocarpes : réduction de la teneur mycélienne,
abaissement du pourcentage en acide palmitique, élévation du degré d'insatu-
ration. Cela peut paraltre surprenant au moment oll se forment ces crganes de
conservation riches en réserves que sont les périthéces et les ascospores. Il
importe donc de vérifier cette hypothése et la meilleure facon de le faire
consiste & suivre au cours du développement l'évolution de l'activité "acides-
gras synthétase". Cet homodimeére, formé de deux polypeptides identiques portant
sept sites actifs différents ne peut fonctionner totalement que lorsque les
deux monoméres sont juxtaposés (LYNEN, 1980, STOOPS et WAKYL, 1981) et catalyse
la réaction globale : Acétyl-CoA + nmalonyl-—CoA + 2n NADPH + 2 nH+——e>

- +
CH3(CH2—CH2)n COOHE + 2n NADP +

CoASH + CO. + 0.
n+1 n

2 n-172

Cette réaction est a la base de 1'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 spectrorhotométrique de LYNEN et al.

(1964) . La technique consiste & suivre & 334 nm la disparition du NADPH_ en pré-

2
sence d'acétyl-CocA et de malonyl-CoA sous l'action de 1l'extrait enzymatique. Ce

dernier est obtenu par broyage du Champignon a l'ultra-turrax & 0°C dans le tam-

pon phosphate 0,2 M pH 6,5 contenant 2 mM/1 4'EDTA Na, et 1 mM/1 de dithiothreitol.

2
Apreés centrifugation a 0°C a 10 000 g durant 10 minutes, le surnageant est immé-

diatement utilisé pour le dosage.



97

RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats sont résumés par la figure 19. Cette courbe exprime

la moyenne de 5 séries culturales.

PY

On peut constater que lorsque le mycélium végéte a l'obscurité,
son activité "acides-gras synthétase” diminue lentement jusqu'au 8éme jour de
culture, alors que la croissance pondérale du Champignon commence a démarrer.
Ensuite, on observe une légére reprise de la synthése d'acides gras jusqu'a la

fin de la phase de multiplicaticn active.
FIGURE 19 : EVOLUTION DE L’ACTIVITE ACIDES-GRAS
SYNTHETASIQUE EN FONCTION DU TEMPS
(MOYENNE DE 5 MESURES)
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Les cultures fertiles montrent un comportement trées différent. Dés
l'apparition des premiers périthéces, l'activité du complexe enzymatique aug-
mente brutalement pour étre, au 9e&me jour, plus de 2 fois plus élevée que dans
les mycéliums stériles : 60 milli~unités/mg de protéines au lieu de 26. Chez
le zygomycéte Zygorhynchus moeflerl (Werkman et al. 1977) le méme phénoméne se
produit au moment de la maturation des zygospores, organes sexués. Le Phyco-
mycéte Achfya sp. (LAW et BURTON, 1976), lui aussi, présente un trés fort pic
d'activité "acides-gras synthétase" lors de la différenciation de ses spores
asexuées. Le Lepfosphaernia typhae permet d'étendre cette observation a la
classe des Ascomycétes. 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 oll l'activité de synthése est la plus élevée., Nous de-
vons donc conclure que l'apparition des périthéces s'accompagne aussi d'une
forte stimulation du catabolisme lipidique, encore plus nette que celle de
l'anabolisme. Ce phénoméne parait d'ailleurs lui aussi trés général, puisque
WERKMAN et al. l'observent chez le Zygorhynchus moelleri et LAW et BURTON chez
1'Ach£ya. 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 siége de ces intenses
activités enzymatiques : mycélium végétatif ? périthéces ? ascospores ? Il est
possible que les deux actions : synthése et dégradation, soient différemment
situées. Malheureusement, nous n'avons jusqu'a présent pas réussi a séparer de
maniére 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 premiére 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.



CHAPITRE II : ANALYSE DES LIPIDES AU COURS
DU DEVELOPPEMENT,

Le chapitre précédent nous a permis de mettre en évidence les
variations globales des lipides du Champignon au cours de son développement et
de comprendre une partie du mécanisme de ces changements. Mais, pour mieux pé-
nétrer la signification métabolique de l'évolution lipidique mycélienne, il
importe de suivre les variations de chacun des composants de ce grand ensemble.
En effet, les "lipides totaux" regroupent de nombreux corps dont le réle dans
la cellule peut &tre trés différent : glycérides a rd8le essentiel de réserve,
lipides polaires (glycolipides, phospholipides) surtout présents dans les mem-
branes, chacun de ces grands groupes étant lui-méme subdivisé & son tour. Nous
avons donc essayé de fractionner le plus possible les extraits lipidiques en
suivant avec le maximum de précision le devenir de chacune des diverses classeiifgi)
de lipides. LILLE

I1.1 MATERIEL ET METHODES.

II.1.1 - FRACTIONNEMENT DES LIPIDES TOTAUX - SEPARATION DES GRANDES CLASSES.

Nous avons utilisé la méthode de ROUSER et al. (1967) et DITTMER
et WELLS (1969) rapportée par KATES (1972) : séparation en trois fractions de

l'extrait lipidique brut sur colonne d'acide silicique

-~ 20 g d'acide silicique (Mallinkrodt 80~100 Mesh) sont mis en suspension dans
50-80 ml de chloroforme aprés passage a 120°C pendant 3 & 4 heures. Le mélange
est introduit dans une colonne de 2,5 cm de diamétre ; l'acide silicique cons-
titue un cylindre de 10 cm de haut environ. La colonne est lavée par 300 ml de
chloroforme, puis on dépose 150 a 200 mg de lipides en solution dans quelques
millilitres de ce solvant. Les trois fractions sont obtenus en faisant passe:x

sur la colonne (3 ml/min. environ)
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. 500 ml de chlorcforme (fraction I) ;
. puis 2000 ml d'acétone (fraction II) ;
. enfin, 500 ml de méthanol (fraction III).

Les éluats, évaporés au bain-marie a 50°C sous courant d'azote

sont pesés puls conservés a -24°C sous atmosphére d'azote.

La fraction I contient les lipides neutres : glycérides, stérols,

acides gras libres, hydrocarbures...

La fraction II regroupe les glycolipides, sulfolipides et cardio-

lipides...

La fraction III les autres phospholipides.

IT.1.2 - ANALYSE ET DOSAGE DES LIPIDES NEUTRES

Nous avons séparé les diverses familles de lipides neutres par pas-
sage sur colonne de Florisil imprégné de 7 % d'eau (in KATES, 1972) : on réhy-
drate 12 g de Florisil (Merck) par agitation durant 12 & 15 heures avec 7 %
d'eau distillée ; ensuite, l'adsorbant est mis en suspension dans 1'hexane puis
introduit dans une colonne de 1,2 cm de diamétre. On dépose les lipides neutres,
en solution dans l'hexane, puis on fait circuler la séquence de solvants indi-

qués dans le tableau 17.

Tableau 17 : Analyse des lipides neutres sur colonne
de Florisil. Séquence de solvants.

Solvant Volume Eluat
Hexane 50 ml Hydrocarbures
Hexane-Ether (95:5) 100 ml Stérols estérifiés
Hexane-Ether (85:15) 250 ml Triglycérides
Hexane-Ether (75:25) 150 ml Stérols libres
Hexane-Ether (50:50) 150 ml Diglycérides
Ether-Méthanol (98:2) 135 ml1 Monoglycérides
Ether-Acide acétique (96:4) 50 ml1 Acides gras libres

Révélation, aprés évaporation des solvants
- le plus souvent, par exposition de la chromatographie & la vapeur d'iode :

les lipides apparaissent comme des taches jaunes sur un fond blanc ;
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. 500 ml de chloroforme (fraction I) ;
. puis 2000 ml d'acétone (fraction II) ;
. enfin, 500 ml de méthanol (fraction III).

Les éluats, évaporés au bain-marie a 50°C sous courant d'azote

sont pesés puis conservés a -24°C sous atmosphére d'azote.

La fraction I contient les lipides neutres : glycérides, stérols,
acides gras libres, hydrocarbures... La fraction II regroupe les glycolipides,

sulfolipides et cardiolipides... La fraction III les autres phospholipides.
II.1.2 - ANALYSE ET DOSAGE DES LIPIDES NEUTRES

Nous avons séparé les diverses familles de lipides neutres par pas-
sage sur colonne de Florisil imprégné de 7 % d'eau (in KATES, 1972) : on réhy-
drate 12 g de Florisil (Merck) par agitation durant 12 3 15 heures avec 7 %
d'eau distillée ; ensuite, l'adsorbant est mis en suspension dans 1l'hexane puis
introduit dans une colonne de 1,2 cm de diamétre. On dépose les lipides neutres,
en solution dans l'hexane, puis on-'fait circuler la séquence de solvants indi-

qués dans le tableau 17.

Tableau 17 : Analyse des lipides neutres sur colonne
de Florisil. Séquence de solvants.

Solvant Volume Eluat

Hexane 50 ml Hydrocarbures
Hexane-Ether (95:5) 100 ml Stérols estérifiés
Hexane-Ether (85:15) 250 ml Triglycérides
Hexane-Ether (75:25) : 150 ml Stérols libres
Hexane~Ether (50:50) 150 ml Diglycérides
Ether-Méthanol (98:2) 135 ml Monoglycérides
Ether-Acide acétique (96:4) 50 ml Acides gras libres

La pureté de chaque fraction est contrblée par chromatographie
sur couche mince de silicagel G selon la technique de FREEMAN et WEST (1966) :
migration, dans la méme direction, des deux solvants successifs :

1) éther-benzéne-éthanol-acide acétique (40:50:2:0,2) sur les 2/3 de la plaque
(10 cm) ;
2} éther-hexane (6:94) sur la totalité de la plaque (15 cm).

Révélation, aprés évaporation des solvants

- le plus souvent, par exposition de la chromatographie & la vapeur d'iode :

les lipides apparaissent comme des tdches jaunes sur un fond blanc ;
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- pour une plus grande précision, traitement de la plagque par l'acide sulfurique
concentré puis passage a 120°C jusqu'a carbonisation des lipides, qui ressor-

tent sous forme de tlches noires sur un fond blanc.

On préléve ensuite un aliquote de chaque éluat : le solvant est
évaporé au bain-marie a 50°C et le résidu lipidique dosé selon la méthode
d'AMENTA (1964) : réduction d'une solution de K2Cro4 dans HZSO4 (2,59/1) au
bain-marie bouillant, puis lecture de la densité optique a 350 nm. Nous pre-
nions pour témoins des produits du commerce dérivant de l'acide oléique

(Sigma, Serva, Calbiochem).

ITI.1.3 - FRACTIONNEMENT, ANALYSE ET DOSAGE DE LA FRACTION II

La fraction II (acétonique) obtenue sur colonne d'acide silicique
peut constituer un mélange assez complexe. Il importe donc de séparer le mieux
possible ses constituants si on veut que les résultats des dosages aient une

valeur suffisante.
Nous avons utilisé pour cela deux méthodes

- chromatographie sur colonne d'acétate de DEAE cellulose (ROUSER et al., 1967 ;
KATES, 1972) : 15 g de cellulose Whatman DE23 sont lavés par 300 ml de méthanol
0,5 N en HC1, rincés a l'eau distillée, lavés a nouveau par 300 ml de méthanol
0,5 N en OHNa, rincés & l'eau distillée, puis au méthanol. Aprés séchage sous
courant d'azote, la cellulose est mise en suspension dans 100 ml d'acide acé-
tique et versée dans une colonne de 2,5 cm de diamétre. On laisse sédimenter

au moins 12 heures, puis on lave par 400 ml de méthanol, puis 500 ml du mélange
méthanol-chloroforme (9:1), 500 ml de méthanocl-chloroforme (1:1) et enfin

500 ml de chloroforme pur. Les lipides & déposer sont dissous dans ce dernier

solvant. La séquence d'évolution est indiquée dans le tableau 18.

Le dosage des glycolipides est ensuite effectué sur une aliquote
de l'éluat selon la méthode d'AMENTA (1964) et par la technique spécifique de
GALANOS et KAPOULAS (1965) : réduction du mélange phénol-acide sulfurique.

~ chromatographie sur couche mince de silicagel G dans le solvant : diisobutyl-
cétone, acide acétique, eau (40-25-3,7) selon la méthode de MARINETTI et al.
(1957) modifiée par NICHOLS (1963).
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Tableau 18 : Analyse de la "Fraction 2" sur colonne.

Solvant Volume Eluat
1 : chloroforme-méthanol (98:2) 800 ml monoglycosyl-diglycérides
2 : chloroforme-méthanol (9:1) 1000 ml diglycosyl-diglycérides
3 : méthanol 1000 ml sels
4 : chloroforme-méthanol (40:10)
+ 0,01 M acétate d'ammonium 1000 ml sulfolipides + cardiolipides
+ 20 ml/1 d'ammoniaque 28 % + sels
5 : méthanol 1000 ml traces de sels et de lipides

II.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., 19604 ; RENKONEN et VARO, 1967).

On procéde chague fois a deux chromatographies sur une plagque de
20 x 20 cm : l'une est révélée par le révélateur de DITTMER et LESTER (1964)
afin de déterminer avec précision les différents "spots". L'autre est simple-
ment soumise & l'action de la vapeur d'iode et les tdches jaunes sont recueil-
lies dans des tubes 3 essais. On dose le phosphore de chague groupe de phos-
pholipides par la technique de CHEN et al. (1956) : réactif & l'acide ascor-

bique-molybdate d'ammonium.

11.2 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.
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FIGURE 20 : FRACTIONNEMENT DES LIPIDES TOTAUX
SUR ACIDE SILICIQUE, POURCENTAGE RELATIF

DE CHACUN DES 3 FRACTIONS OBTENUES.
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FIGURE 21 : EVOLUTION DE LA TENEUR MYCELIENNE
EN LIPIDES NEUTRES (FRACTION 1)
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On peut constater que la fraction 1 (chloroformique) constituée par les lipides
neutres est, tout au cours du développement, la plus importante quantitative-
ment. Ceci se vérifie chez tous les étres vivants, les végétaux et les Champi-
gnons en particulier (WEETE, 1974) qu'ils soient phycomycétes, zycomycétes ou
ascomycétes (MILLS et CANTINO, 1974 ; CHAVANT, 1979). Cette fraction regroupe
essentiellement des corps a rdle de réserve (glycérides) ou d'intermédiaire
dans leur biosynthése ou leur biodégradation (acides gras). Ces lipides cons-
tituent une réserve énergétique plus efficace que le glycogéne (ILLINGWORTH

et al., 1973) et on les trouve en grande quantité dans tous les organes de con-
servation des Champignons (WEBER et HESS, 1974) : ascospores de levures (TINGLE
et al., 1973) du Newrospora tetrasperma dont ils forment jusqu'a 27 % du poids
de matiére séche (LINGAPPA et SUSSMAN, 1959) ; les téliospores du Tifletia
controversa contiennent 35 % de lipides (TRIONE et CHING, 1971) etc... Chez

les Champignons supérieurs, outre les spores, les structures accessoires peu-
vent recéler des stocks de lipides : pycnides du Puccdnia poarum (LOSEL et
LEWIS, 1974), cléistocarpe du Sphaerotheca morsuvae (JACKSON et WHEELER, 1974).
Nous avons nous aussi constaté la présence de globules lipidiques (Planche II)
dans les ascospores du Lepfosphaeria ftyphae mais nous n'en avons pas mis en
évidence dans l'enveloppe périthéciale. Nous pensons gu'une étude en microscopie
électronique des divers organes du thalle au cours du développement permettrait
de préciser les localisations et les éventuelles translocations lipidiques.
Cette accumulation de globules de lipides ("oléosomes”) dans les ascospores de
notre Champignon permet malgré tout d'expliquer l'augmentation de la proportion
de "fraction 1" par rapport aux lipides totaux & partir du 8&me jour dans les
cultures éclairées : ces réserves sont en effet essentiellement constituées de
lipides neutres (MILLS et CANTINO, 1978). Dans les cultures stériles, au con-
traire, la proportion de ces corps est pratiquement constante aprés le Séme
jour de croissance. WERKMAN et al. (1977) ont aussi trquvé une plus grande quan-
tité de triglycérides dans les souches fertiles du Zygorhynchus moelleri que
dans les souches stériles ; il y a donc 1la confirmation de notre constatation.
HOLTZ et SCHISLER (1971), au contraire, observent un rapport lipides neutres/
lipides polaires plus élevé dans le mycélium que dans le basidiocarpe de 1'Aga-
nécus bisponus ; nous pensons que dans le cas de ce basidiomycéte les lipides
de réserve doivent se concentrer au niveau des lamelles,basides et basidiospores,
qui constituent une fraction pondérale minime du carpophore : le faux-tissu de

ce dernier synthétise sans doute des lipides neutres gui migrent dans les spores.

La figure 21 montre que le Lepfosphaeria Zyphae continue jusqu"aﬁ;,/

liéme jour de croissance a accumuler des lipides neutres lorsqu'il produit des

périthéces ; les oscillations dans cette accumulation sont vraisemblablement
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FIGURE 22 : EVOLUTION DE LA TENEUR MYCELIENNE
EN GLYCOLIPIDES (FRACTION 2)
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lides a des "vagues" de formation d'ascocarpes. Il semble donc que ce soit
surtout aux dépens des fractions polaires que se fasse la réduction de la
teneur mycélienne en lipides au moment de l'apparition des organes sexués.
Les ascospores,’organes & l'état de dormance, accumulent des lipides de réserve
(neutres). Une étude en microscopie électroniqgue permettra seule de juger 1'im-

portance des organites pourvus de membranes -riches en lipides polaires- qu'el-

les contiennent.

La Fraction 2, si elle est la moins riche des trois, compte malgré
tout entre 8 % et 15 % du total lipidique, ce qui est loin d'étre négligeable.

Elle, et elle seule, s'avére positive & la réaction a l'anthrone et au phénol-

acide sulfurique. Elle contient donc bien une fraction glucidique.

Les glycolipides des champignons ont été beaucoup moins étudiés
que les lipides neutres ou phospholipides. FAYRET (1975) par exemple considére
que le Gnomonia Leptostyla n'en contient pas. CHAVANT (1979), méme s'il cons-
tate leur présence en faible quantité chez le Mucor mucedo et 1'Aspernglllus
ochrhaceus, les néglige volontairement. Par contre, BARAUD et al. (1970) obser-
vent chez le Saccharomyces cerevdsdiae une quantité notable de mono et diglyco-
syl-diglycérides, de monogalactosyl-diglycérides, de sulfolipides. Chez cette
méme levure, STEINER et al. (1969) signalent la présence de lipides -complexes
contenant du mannose et de l'inositol ; BRENNAN et al. (1970) mettent égale-
ment en évidence des glycolipides chez ce champignon. Des corps de cette fa-
mille ont aussi été observés chez d'autres levures, tels des Rhodoforula
(THULLOCH et SPENCER, 1964) et le Candida bogoriensis (ESDERS et LIGHT, 1972).
On en trouve aussi chez le Dictyostelium discoideum (ROSSLER et al., 1978),
1'Achlya (LAW et BURTON, 1976) et 1'Agaricus bisporus (GRIFFIN, 1973). La pré-
sence de glycolipides semble donc assez constante dans tous les groupes de
Champignons, et leur variété assez grande. Par contre, leur rdle physiologique
a encore été peu étudié, sauf chez le Blastocladiella emersonili ; ce champignon
inférieur contient des glycosyl-diglycérides (MILLS et CANTINC, 1974, 1977 ;
SMITH et SILVERMAN, 1973) et MILLS et CANTINO (1978, 1980) ont montré que ces

corps étaient des intermédiaires dans la synthése de la chitine.

On ne peut donc étre surpris de trouver une "Fraction 2" contenant
des glycolipides chez le Leptosphaeria typhae. Par contre, elle représente une
proportion des lipides trop élevée pour ne contenir gue des glycolipides : elle

est sans doute polluée par des traces de lipides neutres et de phospholipidés.l
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Nous pouvons malgré cela comparer de maniére significative les résultats obte-
nus dans les divers types de culture, étant donné que nous avons analysé tous

nos extraits de maniére rigoureusement semblable.

On peut constater que cet ensemble de lipides évolue différem-
ment dans le Champignon suivant gue celui-ci se développe a l'obscurité ou
sous éclairement. Dans les cultures stériles, on observe (figure 22) une bru-
tale baisse de la teneur mycélienne et méme de la quantité de "fraction 2"
par unité culturale entre les 8éme et 9éme jours. Cette disparition de "gly-
colipides" correspond & l'inflexion de la courbe de croissance (figure 16)
constatée a ce stade du développement. Le Champignon a alors épuisé une grande
partie des sources de carbone contenues dans le milieu de culture (MONOD,
1941) et doit s'adapter a l'assimilation d'autres corps ; il utilise partiel-
lement ses réserves glucidiques, et en particulier les glycolipides, comme
sources d'énergie. Ensuite, il accumule & nouveau activement des lipides de
la"fraction 2" jusqu'a la fin de sa croissance ; on peut en particulier remar-
guer sur la figure 25, que la courbe d'accumulation de ces corps dans chaque
unité de culture est, aprés le 9eme jour, pratiguement paralléle a ce gu'elle
était avant le 8&me. Mis & part "l'accident" entre ces deux points, il y a

donc synthése réguligre au cours de tout le développement mycélien.

Jusqu'au 7&éme Jjour de croissance, les lipides des mycéliums fer-
tiles contiennent une proportion de "fraction 2" comparable et méme parfois
supérieure & celle qu'on trouve dans les cultures stériles. Cette proportion
s'abaisse dés l'apparition des premiers périthéces (figure 20) et la teneur
mycélienne décroit brutalement entre les 7&me et 9&me jours (figure 22), plus
vite encore que dans les colonies végétant a l'obscurité. Mais ici, cette
baisse continue ensuite, méme si elle se ralentit : le catabolisme l'emporte
toujours sur l'anabolisme, puisque la quantité de lipides par fiole demeure
3 peu prés constante alors que le poids de mycélium sec croit (figure 22). Un
phénoméne analogue est décrit par MILLS et al. (1974) lors de l'enkystement du
Beastocladiella emensonili. Il est alors possible que notre Champignon utilise
cette réserve de glucides que constituent les glycolipides pour 1l'édification
des épaisses parois des organes reproducteurs, de la méme maniére que le

Blastocladiella emesrsonil (MILLS et CANTINO, 1978, 1980).

La "Fraction 3" contient au minimum 92 % du phosphore lipidique
total. Elle est exclusivement constituée de phospholipides. Elle aussi évolue
-différemment suivant que le mycélium dont elle extraite se développe & 1l'obs-

" curité ou sous photopériode. Dans les cultures stériles, la proportion de
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FIGURE 23 : EVOLUTION DE LA TENEUR MYCELIENNE
EN PHOSPHOLIPIDES (FRACTION 3)
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phospholipides, proche de 40 % au 5éme jour, s'abaisse rapidement Jjusqu'au
6eéme jour, puis plus lentement et trés réguliérement (figure 20) ; cela se
traduit par une teneur mycélienne d'abord en baisse, puis s'élevant jusqu'au

" 8&me jour et demeurant & peu pré&s constante ensuite (figure 23) : le métabo-
lisme du Champignon atteint alors un niveau stable et la structure cellulaire
des porticons d'hyphes actives subit vraisemblablement peu de variations. Par
contre, la production des périthéces et ascospores par les cultures éclairées
se traduit a noﬁveau par de profonds changements du métabolisme lipidique :

en début de croissance, le Champignon fertile accumule des teneurs assez fortes
de phospholipides, nettement supérieures a celles des mycéliums stériles. Ces
phospholipides sont en grande partie incorporés dans les membranes des orga-
nites trés nombreux dans ces mycéliums a cycle citrique plus actif. Dés la
maturation des premiers périthéces (8&me jour) la proportion de "fraction 3"
s'abaisse, dans l'ensemble des lipides (figure 20) comme dans le mycélium (fi-
gure 23), et, au 10éme jour, devient inférieure & celle qu'on trouve dans les
cultures stériles. A ce stade, l'accumulation de phospholipides cesse et méme
leur quantité par unité culturale décroit, puis reste constante, malgré la
croissance du mycélium : cela montre clairement que la dégradation l'emporte
sur la synthése (figure 23). HENRY et HALVORSON (1973) observent aussi que la
synthése de phospholipides se ralentit lors de l'apparition des ascospores du
Saccharomyces cerevisiae, alors que celle des lipides neutres continue. CHAVANT
(1979) a constaté un phénoméne analogue lors de la sporulation de 1'Asperaillus
ochnaceus . FAYRET (1975) décrit une diminution de la richesse en lipides po-
laires du Gnomonia Leptostyla lors de la maturation de ses périthéces, mais

-

cette baisse est surtout sensible dans les cultures a ascocarpes stériles.

L'ensemble du mycélium du Leptosphaeria fyphae contient alors une
forte proportion d'organes a activité métabolique réduite : enveloppe périthé-
ciale, ascospores ; une étude en microscopie électronigque montrerait si ces
cellules sont pauvres ou riches en membranes ; a priori, on peut supposer
gqu'elles en recélent peu, étant donné leur état de semi-dormance, ce qui expli-

querait partiellement l'abaissement de la teneur totale en phospholipides.

LEVY et ELLIOTT (1968) ont montré que les phospholipides provenant
d'organites lysés peuvent &tre utilisés pour la syntheése des triglycérides. Ce
fait permettrait de relier la richesse en lipides neutres des cultures fertiles

a la diminution de leur teneur en phospholipides.
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TERLEAU 139
EVOLUTION DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES).
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES ACIDES DETECTES (MOYENNE DE 2 MESURES).

Seme JOUR ééme JOUR 7eme JOUR 8éme JOUR %eme JOUR 10éme JOUR lleme JOUR iZeme JOUR 13éme JOUR
Acide L o) L o L o L o L 0 L o L o L o L o
c12 1,09 2,22 0,44 1,82 t t 3,85 1,86 0,9C 1,00 Q0,90 0,80 1,02 1,05 1,26 1,08 1,32 1,11
t t t t t t T t 3 t t £ £ t t
C}.Z:l 14 T t
cld 1,56 2,03 1,64 Q0,81 t 1,87 1,08 1,67 1,00 1,00 1,20 1,20 1,03 2,95 1,36 1,085 1,35 1,12
C14.l t t t t t € t k4 T t t t t t t t t t
C16 23,76} 23,20 20,27] 20,95| 18,70] 17,15 13,63| 21,03| 14,87 20,10} 18,90] 17,05] 16,18 18,42} 15,98 16,21 17,74] 17,40
Clé:l 4,13 3,404 3,10 3,98 4,00 4,34{ 2,10{ 3,88( 2,88| 13,80| 2,52{ 5,10{ 3,66 4,82] 3,50| 3,24f 3,38| 3,22
CIB 12,08 7,74 7,32 7,197 10,74 9,30 8,28 8,83 8,38) 13,51 8,74 9,94 8,21 9,41 9,37 9,76} 10,33 10,65
c18-1 34,44 34,84 34,99 34,39 35,53| 35,40} 35,22| 33,54 35,72| 34,27| 31,00{ 34,19} 30,84 28,70| 32,47! 32,06} 28,10{ 31,00
Cig.2 16,26 21,04| 24,19 20,73} 22,15} 21,60{ 26,93] 19,21| 25,11] 15,13 23,467 20,41} 26,29| 23,86| 24,82} 25,40]| 25,191 24,80
C18.3 6,68 5,72 8,04 10,13 8,88 9,76 11,91 9,98{ 10,73 11,16{ 13,01 10,28} 12,77} 12,281 12,24} 11,20] 12,35] 10,80
D. I Q0,344 0,987 1,11 1,10} 1,105 1,12 1,27 1,06 1,21 1,02 1,19 1,11 1,25 1,18 1,23 1,20 1,19 1,16
-4
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Enfin, il convient de rappeler que l'activité du métabolisme inter-
médiaire se situe & un niveau élevé, et une partie au moins du phosphore lipi-
dique peut &tre utilisée pour la synthése d'A.T.P. NISHI (1960) a d'ailleurs
observé de méme une baisse de la teneur en phospholipides des spores de
1'Aspergillus nigen lors de leur germination, processus tres exigeant en énergie,

comme l'ascosporulation.

II1.2.2 - "LA FRACTION I"

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, 1l'évo-
lution globale est tout a fait paralléle a celle de l'ensemble des lipides : au
moment de l'apparition des premiers périthéces, les acides gras des mycéliums
fertiles deviennent plus riches en acides insaturés et leur indice d'insatura-
tion s'éléve pour demeurer toujours plus fort que celui des cultures maintenues
3 l'obscurité. Les lipides neutres, majoritaires dans le "pool" des lipides,

reflétent les variations de l'ensemble.

Ainsi que le montre le tableau 20 nous avons séparé la Fraction I

en 7 sous-fractions :

~ hydrocarbures (plus peut-&tre quelqgues traces de caroténoides) ;
~ esters 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 &tre absents, ou
du moins ne sont pas décelés chez le Phycomyces blakesfeeanws (CHENOUDA, 1970),
le Phymatotrichum omnivorum (GUNASEKARAN et al., 1974), le Chaetomium cochlodides
(SAFE et BREWER, 1973), le Gnomonia Lepfostyfa (FAYRET, 1975) ; ils sont par
contre mis en évidence chez le Pythium ultimum (BOWMAN et MUMMA, 1967), le
Rhizopus arihizus (GUNASEKARAN et al., 1972), le Tadichothecium hoseum (SAN-
CHOLLE, 1970), certaines levures (PITRYUK et ZVIAGINTSEVA, 1976) etc... Ces
corps se forment a partir des diglycérides par des voies secondaires du méta-

bolisme lipidique (MAZLIAK, 1967) ce qui explique les résultats contradic-
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TABLEAU 20
EVOLUTION DE LA COMPOSITION DE LA FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES),
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUNEDES SOUS-FRACTIONS (MOYENNE DE 3 MESURES),

6éme JOUR 7éme JOUR 8&me JOUR 9eme JOUR 102me JOUR li&me JOUR 12&me JOUR 132me JOUR
Sous-Fraction
L [e] L 0 L Q L Q L o L o} L o L o]
Hydrocarbures 8,2 9,1 7.9 7,6 8,6 8,2 6,1 10,3 92,3 8,85| 9,2 9,0 3,9 8,0 9,7 8,2

Bsters de stérols | 445 | 157 13,0 13,5 | 8,4 111,10 ] 9,3 {12,2 ] 9,3 |11.85!10,4 112,7 | &5 [ 11,3 | 9,0 |10,1
et d'acides gras

Triglycérides 39,9 | 40,3 39,1 41,7 | 41,5 40,3 | 43,2 42,4 39,2 42,1 39,9 | 42,9 37,8 40,7 37,1

41,2
Stérols libres 15,5 13,8 11,1 10,4 11,8 11,7 11,3 13,2 12,9 12,2 12,1 i1,9 13,6 12,6 12,1 13,4
Diglycérides 7,5 8,0 11,9 2,2 8,9 9,6 7.6 7,3 6,1 7,5 7,1 7.2 8,4 7,8 8,3 €,7

Monoglycérides 5,6 5,0 5,0 4,1 3,2 7.1 3,8 4,6 3,5 4,5 3,5 3,7 5,5 3,9 6,2 3,0

Acides gras libres| 8,5 11,1 12,0 13,5 17,6 12,0 18,7 12,0 19,7 13,0 17,8 12,6 17,3 15,1 17,6 15,7
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toires cbtenus par les divers chercheurs : il est possible en particulier que
les conditions de culture (milieu, température, etc...) influent sur la syn-
theése des monoglycérides par les Champignons. Le Llepfosphaeria typhae, au cours
de nos expériences, en contient toujours une faible proportion, d'ailleurs, en
général inférieure & celle gui apparait dans le tableau 20 ; en effet, la chro-
matographie sur couche mince montre que cette "sous-fraction" est souvent
polluée par de petites traces de diglycérides, stérols et triglycérides qui ne

sont séparés du Florisil que par le solvant n° 6.

Les triglycérides constituent toujours la sous-fraction la plus
abondante des lipides neutres, résultat tout a fait classique (WEETE, 1974).
Les différences entre les cultures fertiles et stériles sont toujours faibles,
mais le Champignon semble accumuler une plus grande proportion de ces corps
lorsqu'il forme des périthéces (8&me-9%me jours) puis il les utilise partiel-
lement lors de la maturation des ascospores (102me-122me jours). Les digly-
cérides, qui jouent essentiellement le rdle d'intermédiaire dans le métabo-

lisme des triglycérides, évoluent de maniére grossidrement paralléle a ces

derniers.

Le tableau 20 confirme 1l'idée trés prudemment avancée par VAN-
DEWALLE (1973} : les cultures stériles contiennent plus de stérols gue les
mycéliums fertiles et chez elles la portion estérifiée est plus importante.
Le Champignon utilise donc plus rapidement ses stérols lorsqu'il se reproduit :
ceux-cl serviraient-ils & la synthése d'hormones sexuelles ? C'est une des

questions que nos travaux actuels et a venir s'efforceront de résoudre.

La sous-fraction qui permet les conclusions les plus nettes est
celle des acides gras libres (tableau 21). Ces corps sont a la fois les pré-
curseurs des glycérides et esters et les produits de leur dégradation. Ils
peuvent donc indiquer le degré d'activité du métabolisme lipidique de l'orga-
nisme. Jusqu'au 7&me jour de culture, ils sont plus abondants lorsque le
Champignon végéte a l'obscurité. Mais, aprés l'apparition des premiers péri-
théces, c'est au contraire dans les mycéliums fertiles qu'on en trouve la plus
grande quantité. Cette augmentation coiIncide avec la phase de stimulation de
1'"acide~gras synthétase" (fig. 19) et était donc prévisible. Il se pourrait

gue ces acides gras jouent un rdle de réserve dans les ascospores du Lepfo-

£ sphaerdia typhae, comme ils le font dans les spores de 1'Achlya, oh ils cons-

' tituent 50 % des lipides (LAW et BURTON, 1976).

Dans les mycéliums stériles, la plus faible proportion d'acides
gras libres est a rapprocher de l'activité plus intense du cycle glyoxylique,

responsable de leur dégradation.
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TABLEAU 21

EVOLUTION DE LA COhlPOSITION;QTZACIDES CRAS LIBRES.
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES ACIDES DETECTES (MOYENNE DE 5 MESURES),

D.I. : Degrd d'Insaturation meyen

(Repadsentation ghaphique de fa deaniere Ligne du Tableau)

Acide 5ome JOUR 6éme JOUR 7ome JOUR 8dme JOUR Adme JOUR 1oome JOUR {1dme JOUR 12&me JOUR {.1éme JOUR
s
L o] L o] L o] L [of L Q L o L Q L o L 0
c12 2,00 1,50 2,10 1,95 2,53 2,14 3,15 3,18 1,00 t t 1,01 t t t t t ot
C12~l t t t T t t t t t t t t t t t t t t
C“ 1,10} 0,72 t 1,02 1,17 t 1,50 1,10 t t 3 t t t t t t t
6214_1 t t t t t t t t t t t. t t t t t t t
C16 17,00 { 17,80 [19,47 21,10 }21,00 |17,55 23,15 |22,10 }27,57 [23,14 }15,96 124,51 {14,05 |27,10 115,74 {25,19 {15,40 {19,30
Ci6.1 1,27 2,07} 5,69} 5,34} 3,07 | 3,20 2,61 | 4,99 | 3,57 | 7,17 | 2,42 } 2,32 | 3,63 { 3,02 5,37 ! 4,96 | 4,29 5,38
€ 7,30} 8,05 5,6 { 6,00} 7,50 3,34} 7,30} 7,70 | 9,57 | 3,99 | 4,39 | 8,74 | 4,52 | 8,98 | 4,63 12,60 | 6,13 ] 6,61
cle-l 38,36 | 37,44 {32,02 }32,34 {32,61 124,95 34,97 }25,89 |39,05 24,56 {33,53 |43,71 [29,40 142,12 {18,89 |39,31 |27,60 ]29,08
c18-2 22,35 122,62 124,58 23,64 23,40 [30,84 {16,95 J24,19 116,86 {30,34 {31,74 {15,40 [35,80 {17,00 {37,96 {17,94 |31,90 [30,69
c18:3 10,60 | 9,50 j10,57 { 8,60 | 9,72 |17,98 /10,00 [10,84 | 2,38 |10,79 | 8,07 | 4,30 |12,60 | 1,77 |17,40 t 11,66 | 8,92
D1, 0,95 1,13 1,19 1,117 1,12 1,44 1,01 1,12 0,83 1,25 11,24 0,90 1,42 { 0,84 1,52 | 0,80 1,31 1,23
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Aux 5Séme et 6éme jours de culture, la répartition des différentes lon-
geurs de chaine varie peu, que le Champignon recoive un éclairement ou demeure 2
l'cbscurité. Par contre, lorsque les périthé&ces commencent & se former (7&me-8&me-
_.géme jours), on peut remarquer que la richesse en acide palmitique (CIG) libre
igést plus grande dans les mycéliums fertiles : cet acide, que 1l'on peut qualifier

de "juvénile", est le précurseur de tout le groupe des C (LEDERER, 1967 ;

18
MAZLIAK, 1968) et sa présence est donc l'indice d'une activité de synthése
intense. De tous les acides libres insaturés, seul 1l'oléique (C18.1) se trouve

en pius forte proportion dans les cultures & périthéces, les pluri-insaturés
étant plus abondants dans les colonies stériles ; il en résulte que l1l'indice
d'insaturation des acides gras libres est alors plus faible dans les mycéliums
cultivés sous photopériode : les désaturations et dégradations sont partiellement
masquées par la forte élévation de l'activité "acides-gras synthétasique". Mais,
aprés le 9&éme jour, lorsque s'accroit rapidement le nombre des appareils sexués,
la tendance est inversée : c'est dans les cultures stériles qu'on trouve les
proportions les plus élevées d'acides palmitique et oléique, alors que les poly-
insaturés se rencontrent en plus grande guantité dans les mycéliums porteurs
d'ascocarpes ; cela colncide chez ces derniers avec une stabilisation de l'acti-
vité de synthése qui redémarre au contraire dans les cultures végétant a l'obs-
curité (fig. 19, p. 97) et une accélération de la dégradation des lipides (fig.
17, p. 92). L'indice d'insaturation de ces acides gras libres tend a augmenter
jusqu'au 12éme jour, alors qu'il diminue si le Champignon ne produit pas de
périthéce. L'ensemble de ces observations confirme donc nos résultats antérieurs
et montre clairement l'exactitude de notre conclusion : le "turn-over” des li-

pides est plus rapide chez le Leptosphaeria typhae lorsque celui-ci se reproduit.

II.2.3 - LA "FRACTION II"

Cette fraction contient toujours une faible proportion du phosphore
lipidique total (entre 4 et 8 %). En C.C.M. on observe trois groupes de subs-
tances, correspondant aux sous-fractions (1) (2) et (4) obtenues par chroma-

tographie sur colonne de DEAE-Cellulose :

(1) 3 spots peu importants aux Rf : 0,60 - 0, 65 et 0,70. Difficilement déce-
lables & la vapeur d'iode, ces corps réagissent faiblement & l'orcinol et a
1'a-naphtol, pas du tout au réactif de DITTMER et LESTER. Présents en faibles
quantités, ils semblent donc contenir une petite proportion de glucides et pas
du tout de phosphcre, ou tr2e peu.

11~spot trads net a Rf:0,54. Ce corps, ou ce groupe de corps, est fortement

coloré par l'orcinol et l'a-naphtol. Son Rf, comparé a celui des produits
"purs" du commerce, l'assimile aux monoglycosyl-diglycérides.
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TABLEAU 22

EVOLUTION DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES).
POURCENTAGES RELATIFS DE CHACUN DES ACIDES GRAS DETECTES (MOYENNE DE 3 MESURES).

D.I. = Degré d'Insaturation moyen
Acide Seme JOCR same JOUR 73me JOUR geéme JOUR 92me JOUR 10éme JOUR 112me JOUR {22me JOUR 13éme JOUR
p ) L ) L ) L ) L ) L o L 0 L | o L o
€2 t t t €
C12:1
Cia t 1,03 t t
cl4:1
C6 22,94 | 17,01 22,58 | 16,07 | 25,86 | 30,11 | 33,60 | 20,59 | 23,50 | 22,97 | 23,9! 25,13 { 20,30 | 22,72 | 19,28 } 20,29 | 20,33 { 25.55
Ci6:1 6,72] 4.7d 6,27 3,2| 6,13| 5,42 5,14 7,00 6,14 4,85} 3,44 4,81 3,84| 9,3¢] 4,89} 5,95| 4,78 | 6,02
Cis 8,20| 8,84 7,03| 8,63}13,03}12,71| 8,31} 7,25} 12,63| 14,99 11,08 | 12,45] 8,24| 8,80} 8,31) 9,03} 9,44 9.48
Cia:1 31,26 28,13 30,50| 27,76 31,94 ] 27,15 13,98} 43,22 28,91 29,61 25,81 35,38 | 22,96 | 34,41 | 21,12 32,82 21,16} 28,34
Cig.2 | 20,98] 28,1Q 21,26} 27,05 16,57 15,10 25,061 13,031 18,38} 17,19 27,26} 13,97 31,44} 16,27 32,29 21,901 32,151 20,78
Cig:3 9,90 13,14 12,36{ 16,34 6,46! 8,50| 13,91] 8,00f 10,42} 10,39 8,50! 8,24/ 13,2t} 8,45| 14,11} 10,01 12,14} 93,83
D.I. 1,100 1,29 t,18] 1,34} ¢,01| ¢,91} 1,11} t,02{ 1,03} t.00{ 1,09 0,931 t,29! 1,02 1,33 1,13| 1,27} 1,05
A geee=g CULTURES EGLAIREES
.
1,5 L Gummy CULTURES A L OBSCURITE
=
Q
-
-
L]
t )
=
L ]
g
@
£
® o9
@
-
-]
-]
Q
L | - 1 -
0 5 10
Jours
EVOLUTION DU DEGRE D’ INSATURATION
{Représentation ghaphique de fa deanidire Ligne du Tableau)
o
PR \
[ S
5 \\_\)’ !




118

S

(2) 1 seul spot trés net de Rf 0,33, réagissant & l'orcinol et a l'a-naphtol.
Nous l'avons assimilé aux diglycosyl-diglycérides.

(4) suivant le cas, cette sous-fraction comprend de 2 & 5 spots de trés fai-
ble intensité ; plus ou moins décelables par la vapeur d'iode, ils sont situés
a des Rf assez bas : 0,05 & 0Q,15. Parmi eux, se trouvent des corps réagissant
au réactif de DITTMER et LESTER :-il s'agit vraisemblablement de cardiolipi-
des (CL, ou DPG). Il se pourrait aussi que cette sous-fraction recéle des
sulfolipides. Mals, comme nous l'ont montré nos pesées et nos dosages a l'a-
cide sulfurique-bi chromate de potassium (AMENTA, 1964) elle ne représente
qu'une faible partie de ka "fraction II" (moins de 10 %) et par conséquent
environ 1 % des lipides totaux. Nous l'avons considérée comme négligeable,
d'autant gqu'elle peut étre polluée par divers sels (KATES, 1971).

I1 est évident que notre détermination des glycolipides est discu-
table, puisque nous nous sommes uniquement basé sur leur Rf dans notre sol-
vant ; nous avons aussi négligé une partie de ces corps situés a un Rf élevé.
Mais, étant donné la trés grande variété de glycolipides mis en évidence chez
les Champignons : stéryl-glycosides, mannolipides, cerebrosides,etc... dont
l'analyse peut &tre longue et complexe, nous n'avons pas jugé utile d'aller
plus loin dans notre étude. En effet, leur importance quantitative ne permet
pas a priori de leur attribuer un grand réle dans la différenciation sexuée
du Champignon. Nous pensons malgré tout d'ores et déja que ce probléme est a

revoir lors d'études ultérieures. En particulier, nous estimons que la

"Fraction II" est polluée par des traces de lipides neutres et phospholipides.

Nous avons résumé dans le tableau 23 les résultats de nos dosages
des sous-fractions (1) et (2) par la méthode de GALANOS et KAPOULAS (1965),
gui met en évidence la teneur en glucides. Assimilant la "sous-fraction (2)"
aux diglycosyl-glycérides, nous avons considéré que chague molécule de ces
corps contenait deux fois plus de glucides que ceux de la "sous-fraction (1)"
et nous avons corrigé nos chiffres en conséquence afin de les ramener a la
proportion de lipides la plus proche possible de la réalité. Nous constatons
que le Champignon contient toujours une plus grande quantité de "monoglyco—‘
syl-diglycérides™, qu'il soit fertile ou stérile. Par contre, il apparait que
la "sous-fraction (1)" devient plus importante guantitativement dans les my-
céliums producteurs de périthéces ; si l'on considére que les "monoglycosyl-
diglycérides" sont des précurseurs des "diglycosyl-glycérides", nous avons
ici encore une preuve de l'accélération du métabolisme lipidique lors de 1la
reproduction sexuée ; si i'on aduwet gue les "diglycosyl-glycérides" consti-
“tuent les glycolipides "adultes", leur disparition relative au cours de la

formation des ascocarpes est en parfait accord avec nntre observation : les

¥

glycolipides sont remétabolisés par le Champignon lorsqu'il différencie ses

organes reproducteurs. La diminution de 1l'importance quantitative de la
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TABLEAY 23

EVOLUTION DE LA COMPOSITION DE LA FRACTION 2,
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUNE DES DEUX SOUS-FRACTIONS ETUDIEES (MOYENNE DE 3 MESURES)

Sous- Séme JOUR 6éme JOUR 7éme JOUR 8éme JOUR 9éme JOUR 102me JCUR lléme JOUR 12&éme JOUR 132me JOUR

Fractior L Q L 0 L e} L o L s} L [s] L o] L o L Q
1 56 | 55 61 63 65 62 68 60 7 3 70 53 70 62 67 61 68 63
: aa | 45 39 37 15 8 32 40 29 39 30 41 30 38 33 39 32 37

Rafﬁ;”“ 1,27 1,22 |1,56 {1,706 |1,86 1,63 }2,12 {1,50 {2,45 |1,56 [2,33 |1,44 (2,33 |1,63 [2,03 [1,56 [2,12 |1,70

Rapport sf 1/sf2
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"Fraction II" entre les 8éme et 9&me jours dans les mycéliums stériles affecte
également les deux sous-fractions et ne se traduit par aucune modification qua-

litative.

La composition en acides gras de la "Fraction II" (tableau 22) mon-
tre que celle-ci contient une proportion d'acides insaturés souvent plus fai-
ble que les lipides neutres. Ce résultat differe de celui qui a été obtenu par
la plﬁpart des auteurs (in WEETE, 1974 ; FAYRET, 1975 ; CHAVANT, 1979). Ceux-
ci constatent en effet que les lipides polaires ont un indice d'insaturation
toujours plus élevé que les neutres. Mais, pour la plupart, ils analysent
un groupe complexe de lipides comportant une forte quantité de phospholipides
et ol les glycolipides sont minoritaires. Notre observation n'infirme donc
pas les leurs. Nous constatons encore une fois que l'indice d'insaturation
des lipides des mycéliums producteurs d'ascocarpes est plus élevé, lors de

l'apparition des périthéces, que dans les cultures stériles.

Ir.2.4 - LA "FRACTION III"

Cette fraction est la plus riche en acides gras poly-insaturés, en
particulier linoléigque (C18 2) (tableau 24 ). L'évolution générale de sa com-
position en acides gras est semblable & celle des autres groupes : la forma-

tion des périthéces s'accompagne d'une élévation de l'indice d'insaturation.

Nos analyses en C.C.M. nous ont permis de mettre en évidence, dans

la plupart des extraits

(1) un spot de Rf = 0,85-0,90 peu net en général, représentant toujours moins
de 2 % du phosphore total et pouvant &tre assimilé aux cardiolipides (CL ou
DPG) ;

{(2) un spot trés net de Rf = 0,77-0,82 égal & celui des phosphatidyl-éthanol-
amines (PE) du commerce, positif au réactif & la ninhydrine. Il s'agit bien
des P.E.

(3) toujours présent, ce spot, de Rf = 0,66-0,72 est souvent difficile a déce-
ler. Il correspond au phosphatidyl-inositol (PI) trés courant chez les Cham-
pignons, tels les levures (KANEKO et al., 1976) ; le Fusarium culmoraum (NOM-
BELA-CANOet PEBERDY, 1971), 1'Aspenglllus ochraceus, le Mucor mucedo (CHAVANT,
1979), etc... ;

(4) un spot de Rf = 0,62-0,68, trés réactif a la ninhydrine : il s'agit de
phosphatidyl-sérine (PS) peut-&tre polluée par une faible part de PI, car les
deux tdches (3) et (4) sont souvent presque confondues. Nous n'avons pas

cherché a séparer ces deux corps, car l'ensemble ne contient que 10 % au plus

du phosphore total, ne varie que faiblement au cours du développement du LepfLos-

phae&ia Igphae et ne présente donc pas un trés grand intérét pour notre étude ;

(5) un spot trés visible, de Rf = 0,47-0,54 semblable & celui des lécithines,
ou phosphatidyl-cholines (PC) ;

(6) et (7) deux spots de Rf = 0,30 et Rf=0,12 correspondant aux lyso-PE et
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COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION III (PHOSPHOLIPIDES),
POURCENTAGES RELATIFS DE CHACUN DES ACIDES GRAS DETECTES (MOYENNE DE 4 MESURES).

D.I. : Degré d'Insaturation moyen

Acide Séme JOUR 6&me JOUR Jame JOUR déme JOUR 9&¢me JOUR 1Céme JOUR 1iéme JOUR 12éme JOUR 133dme JOUR

L o] L o] L [s] L o] L [} L o] L o) L o} L o]

s t t € c t € 4 t € t € € t € t t € £

Cia.y t t t T t t t t t t t t t * t 3 t t

€4 t t t t € t t t t t t -4 £ t t t 4 t

Cia:1 t t t t t £ t t t t t t t t t t t t
c16 12,87 13,38 ] 13,40 | 15,66 | 15,60 | 11,40 9,12 113,001} 10,53 | 14,67 | 11,64 13,72 12,35|10,90} 12,28 12,86 | 13,00 13,10
Cls.1 3,29 2,87 2,57 2,88 4,46 3,20 3,82 3,14 2,81 2,12 3,21 4,29 3,82 5,88 4,10 4,19 3,68 4,79
C18 9,11} 10,00 8,57 8,78 6,631 12,41 5,00 8,30 4,88 5,78 6,71 6,20 7,57 6,75 8,31 7,14 9,70 7,80
CIB_1 25,02 | 23,00} 24,921 22,731 20,97 21,32 19,62} 20,96 | 21,55 | 21,03 | 22,18 | 26,29 21,53 | 29,72} 20,84 | 32,75 | 21,34 | 29,67
c18-2 34,281 32,73 33,821 32,68 | 29,97} 36,281 39,28 37,37 43,21 | 38,77 | 36,14 | 35,46 | 33,18 | 32,49 | 35,20 32,85 | 34,12 | 33,20
c18-3 15,431 18,02 16,72} 17,27} 22,37 | 15,28} 23,16 | 16,63 | 17,01 { 17,62 | 20,12 | 14,04 } 21,77 } 14,24 | 18,27 10,21 118,16 { 11,44
D.I. 1,43 1,45 1,45 1,43 1,60 1,43 1,71 1,49 1,62 1,54 1,58 1,44 1,57 1,43 1,53 1,33 1,48 1,35

Degré d'insaturation

—h
1

D e

Q-—=g CULTURES ECLAIREES

Game CULTURES A L'OBSCURITE

(3] o

10

EVOLUTION DU DEGRE D'!NSATURATION

Jours

(Reprdsentation graphique de 2a dernddre Ligne du Tableau)

\ ‘L‘»‘-":;,{

£

e



lyso-BC. 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 gque le Champignon ne contient pas de sphingoli-
pides ou tout au moins que ceux-ci sont trés peu représentés dans son mycé-

lium.

Dans le tableau 25 nous avons résumé 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 Chamnignons
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 Phycomycétes et Zygomycétes est toujours inférieur
a celui des Ascomycétes. RAMI (1976) a méme montré gque les structures fila-
menteuses d'un Ascomycéte contenaient plus de PE et moins de PC que ses orga-
nes de multiplication. Nous avons donc calculé le rapport PC/PE du Leptos-
phaeria typhae et suivi son évolution au cours du développement du Champignon :
il correspond aux chiffres habituellement trouvés chez les Ascomycetes (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 é€clairées et il aug-
mente encore notablement au moment de 1l'apparition des périthéces. La diffé-
renciation morphclogique correspond donc a une différenciation au niveau cel-
lulaire : la composition des membranes cytoplasmiques, dont les phospholipides
constituent la majeure partie (MAZLIAK, 1967), 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 biosynthése du linoléate
chez 1'Aspergiflus ochraceus (CHAVANT et al., 1979) comme chez le Mucor
hacemoswsd (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 rble important dans l'activité des désa-

“~‘turases microsomales.
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TABLEAU_25
EVOLUTION DE LA CoMPOSITION DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES) ~ (MOYENNE DE 5 MESURES)
C.L. : Cardiolipides + 1 Phosphatidyl-éthanolamines P.S. : Phosphatidylscérine

P.E
P.I. : Phosphatidyl-inositol P.C. : Phosphatidyl-cholines L.P.E. : Lyso-phosphatidyleéthanolamines
L.P.C. : Lysophosphatidyl-cholines.

Sous= Some JOUR e JOUR Tdme JOUR Some JOUR Adme JCUR 1 0dme JOUR 11dme JOUR 120me JOUR ’ 13ome JOUR
Fraction L <} L [o] L [s] L [e] L Q L [o] L (o] L (o] L Q
c.L. t t 1,0 t 0,6 ] 0,94 1,3} 0,74 11 ] 0,8 t 1,3 t t 0,9 t 1,0 1,2
P.E. 30,5 | 31,6 | 32,1 {357 {30,9 33,8 |30.1 [34,2 | 28,7 {34,1 |27,8 [33,9 {28,0 {33,1 {27,9 [33,2 |28,3 |232,0
ps+Pr | 9,210,551 7,0 { 40| 7,3{ 6,2 | 5,2 [ 8,7 | 6,0 | 8,8 { 6,7 [ 8,6 | 7,41 8,10 6,91 7,1 | 7.2 7,5
P.C. 49,3 | 49,3 | 51,8 | 52,5 [ 52,4 | 48,4 | 54,2 | 46,1 |55,1 | 46,2 56,7 | 47,1 |57,1 |48,0 |54,7 48,8 52,1 |49,7
L.P.E. 3,7 3,3 39| 3,3 3,9 5,7} 4,2 | s,9| 40} s,5] 3,8 4,2 | 3,9 5,0 4,6 | 5.4 | 6,0 | 4,3
Lnpc. | 681} 5,2 411} as{ 494} 50| s,0| 3,5] 5.0 46| s,0! 4,9 3,6 | 5,8 ] 5,01 5,51 5,31 4,4
R“Pg‘/’;? 1,64 [ 1,58 | 1,61 | 1,47 | 1,69 | 1,43 11,82 {1,35 [1,92 1,35 2,04 }1,39 | 2,04 | 1,45 |1,96 \ 1,47 | 1,87 | 1,5t
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11,3 CONCLUSION

La reproduction sexuée du LepIOAphaenLa typhae ne provogue appa-
remment que de médiocres changements dans le développement du Champignon :
la masse de matiére séche varie fort peu. Mais notre étude montre a 1l'évi-
dence que le métabolisme des lipides est profondément modifié lors de 1'in-
duction morphogénétique : malgré une forte stimulation de la biosynthese de
ces corps, leur teneur mycélienne diminue nettement ; corrélativement, leur
indice d'insaturation s'éléve, 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 profondément modifiés. La teneur mycélienne en lipides
polaires s'abaisse, leur composition se modifie : cela confirme un changement
du métabolisme cellulaire que la premiere partie de notre Thése laissait
entrevoir. Il est certain que ce travail doit maintenant étre approfondi par
l'utilisation des techniques de la Biclogie cellulaire (éléments marqués,
microscopie électronique, etc...) 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 ol
se produisent ces modifications : sont-elles le fait des filaments végétatifs
gamétophytiques, de l'enveloppe périthéciale, elle aussi gamétophytique, ou
du sporophyte ascogéne ? Ou bien l'apparition de ce dernier provoque-t-elle

un remaniement physiologique général de tout l'organisme ?



CHAPITRE III : MODIFICATION DE LA COMPOSITION
LIPIDIQUE DU CHAMPIGNON SOUS L‘ACTION
D'AGENTS STIMULANT OU REDUISANT
SA REPRODUCTION SEXUEE,

Les chapitres précédents ont montré que la reproduction sexuée du
Leptosphaeria typhae s'accompagne de profondes modifications de son métabo-
lisme lipidique. Mais ce résultat n'a été obtenu qu'en comparant les mycéliums
obtenus dans deux conditions de culture seulement. Il n'est donc nullement
prouvé que les variations observées aient une relation directe avec la ferti-
1ité du Champignon : elles peuvent &tre purement et simplement liées au fait
qu'il végéte dans un environnement différent. Afin de mettre en évidence une
éventuelle connexion entre le métabolisme lipidique et la stérilité ou la
production d'ascocarpes, il est indispensable d'étudier l'effet que divers
agents stérilisants ou fertilisants exercent sur la composition en lipides
du Champignon. Dans ce but, nous avons entrepris l'étude de l'action qu'exer-
cent sur le métabolisme lipidique du Leptosphaeria typhae la lumigre constante
et l'acétate de sodium, agents stérilisants, et l'aération du mycélium par

culture sur baguettes de verre, stimulant la reproduction sexuée.

111,1  RESULTATS

Pour des raisons techniques -encombrement des fioles, volume des
enceintes de culture- nous avons d{ scinder notre travail en deux séries
d'expériences :

1) influence de la lumidre constante, comparée a la photopériode 12/12 et a
1l'obscurité ;

2) influence de l'acétate et de l'aération, sous photopériode 12/12 et sous
obscurité constante.

Nous avons procédé a des prélevements aux 7éme, 9éme et lléme jours
de développement afin de situer nos analyses peu avant -7&me jour-, pendant
-92me jour- et aprés -lléme jour- le "virage" du métabolisme lipidique que nous

avons décrit au cours des chapitres I et II.
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TABLEAU 26

INFLUENCE DE LA LUMIERE CONSTANTE SUR LA
CROISSANCE ET LA TENEUR EN LIPIDES DU
"L EPTOSPHAERIA TYPHAE” .- (MOYENNE DE 4 MESURES).

7éme JQUR Séme JOUR iléme JOUR

L 12 [o} L 12 0 L 12 o}

Poids de
matiére séche par fiole 64,0 | 64,8 | 68,2 97 26 94 26 90 98
p. 100 mg 7,0 6,8 6,4 6,5 6,0 7.2 5,6 5,4 6,7

Lipides

mg / Fiole 4,45 4,4 4,4 6,3 5,8 6,8 5,4 4,9 5,6
Fraction 1 (Neutres) 53,5 52,2 54,6 52,5 55,8 52,0 55,8 57,7 51,5
Fraction 2 (Glycolipides) 15,6 14,4 12,1 12,0 11,C 11,0 16,0 10,5 15,1
Fraction 3 (Phospholipides) 30,9 } 33,4 33,3 35,5 }33,2 37,0 (28,2 |31,8 }33,4

100}
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III.1.1 INFLUENCE DE L'ECLAIREMENT CONSTANT

Nous avons résumé les résultats obtenus dans les tableaux 26,27, 28,

29, 30, 31, 32 et 33.

Le tableau 26 montre gue le Champignon se développe mal dans les en-
ceintes de faible volume gue nous sommes contraint d'utiliser pour ce genre de
travail, ainsi que nous 1l'avons déja constaté (p.57 ) au cours du chapitre II
de la premiére partie de cette Thése. Néanmoins, les périthéces apparaissent
normalement au 7éme jour de culture dans les boites de Roux soumises a pho-
topériode, alors qu'il ne s'en forme qu'une trés faible quantité, trés tardi-
vement, sous €clairement constant. La teneur en lipides des cultures végétant
a l'obscurité tend a s'élever aprés le 7éme jour ; les mycéliums éclairés, au
contraire, perdent leurs lipides et cette perte est plus nette sous photopé-

riode. C'est surtout aux dépens des fractions 2 et 3 que s'effectue ce chan-

gement.

La composition en acides gras de l'ensemble des lipides est elle
aussli modifiée (tableau 27). Le degré d'insaturation de ces corps dans les
cultures sous photopériode s'éléve notablement entre les 7éme et 9&me jours,
passant de 1,25 a 1,36, alors que, dans les mycéliums maintenus a l'obscurité,
il ne varie pratiguement pas tout au long du développement. Sous éclairement
constant, ce chiffre s'éléve trés légérement. Ces changements sont surtout

dls aux variations de la proportion d'acide linoléigque (C18-2)'

Les lipides neutres (tableau 28) montrent aussi des différences
entre les 3 types de cultures : sous photopériocde, les proportions d'acides
gras libres et de diglycérides s'élévent entre les 7éme et lléme jours, alors
gue les triglycérides tendent a perdre de leur importance par rapport aux
autres composants de la Fraction 1. L'évolution générale apparait inversée
dans les autres mycéliums, surtout en ce gui concerne les acides gras libres.

Malgré une proportion élevée d'acide linolénique (C )}, les acides gras to-

18:3°
taux de la Fraction 1 ont un degré d'insaturation plus faible que ceux des
lipides totaux {(tableau 29). A partir du 9éme jour, il est toujours plus

élevé sous €clairement qu'a l'obscurité : il semble que l'éclairement con-

tinu favorise la désaturation de ce type de lipides.

Dans la Fraction 2, le rapport "sous-fraction 1l/sous-fraction 2"
s'éleve brutalement'dans les mycéliums développés sous photopériode entre, les
7éme et 9&me jours, c'est-a-dire au moment oll apparaissent les premiers ééfi—
théces ; il se maintient ensuite & un niveau plus élevé que dans les cultﬁres

stériles. Chez ces derniéres, on peut noter gue celles qui recoivent un éclai-~
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TABLEAY 27

INFLUENCE DE LA LUMIERE CONSTANTE SUR LA
COMPOSITION EN ACIDES GRAS DES LIPIDES TOTAUX
(MOYENNE DE 4 MESURES).

[ 7&me JOUR 9&me JOUR lléme JOUR
Acide Lo| 12 o Lo 12 o L] 12 o
s t t t t t t t t t
Cia.1 t t t € € t t T t
Ci4 t € t t [ t t t t
CM':1 t t t t t t t t t
‘CIG 22,4 18,6 21,1 22,0 19,0 22,7 18,8 20,6 21,0
ch:l 2,1 1,3 3,0 2,1 2,8 3,7 2,9 3,9 3,2
CIS 6,7 3,9 3,2 5,4 6,7 8,2 5,7 4,5 7,3
c18-1 28,3 28,9 27,2 27,4 25,0 26,3 27,8 23,1 27,8
c’18-2 24,4 26,0 25,0 27,7 30,8 24,4 28,6 31,2 25,4
c18‘3 16,1 14,3 15,5 15,4 15,7 15,3 15,2 16,8 15,3
D.I. 1,28 1,25 1,27 1.31 1,36 1,28 1,34 1,39 1,28
L : Lumiére constante
12 : Photopériode
O : Obscurité constante
DI : Degré d'insaturation
ﬂ L.constante
A ]
B PHOTOPERIODE
: -
S N
=15 L N O.consrante
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s
< o -
L
] -] ]
n - = "
[ N 5\ N
= N N N
© N N 2
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EVOLUTION DU DEGRE D'INSATURATION

{Représentation graphique de 2a dernidre Ligne du Tableau)
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TABLEAU 28

INFLUENCE DE LA LUMIERE CONSTANTE SUR LA COMPOSITION
DE LA FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES) .- (MCYENNE DE 3 MESURES),

Sous-Fraction Jeme Jour 9ime JOUR lieme Jjour
L 12 o] L 12 (o] L 12 o
Hydrocarbures 5,3 8,3 4,6 4,5 5,3 4,2 4,5 5,5 1,8
Esters de stérols 12,4 12,2 13,4 9,2 8,7 iz2,8 11,1 8,7 11,5
Triglycérides 40,2 33,0 {33,9 (42,0 37,0 |[38,4 (38,6 |29,6 [|45,9
Stérols 15,1 14,8 16,8 14,1 12,4 16,9 14,2 13,1 14,2
Diglycérides 3,4 10,6 9,1 8,3 11.4 7,4 12,0 12,3 3,9
Monoglycérides 4,0 6,1 7.3 8,7 8,0 8,2 {10,6 9,5 8,8
Acides gras libres 14,6 14,8 |14,9 |13,2 (17,2 |12,1 9,0 |23,3 |14,2
L : Lumi2re constante
12 : Photopériode
QO : Obscurité constante
TABL S
VARIATION DE LA COMPOSITION EN ACIDES GRAS DE LA
FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES) SOUS L'ACTION DE LA
LUMIERE CONSTANTE.- (MOYENNE DE 3 MESURES).
. 73me JOUR 9éme JOUR lléme JOUR
Acide —— —_— —_—
L 12 Q L 12 o} 12 Q
Sy t t t t t t t £
C12:1 t t t t t t t t
{Représentation graphique 4 t t t € t t € £
Ci4:1 t t t t t € t t
de La denndéne Ligne du Tableau)
Ci6 25,2 { 25,5 | 25,0 | 23,4 | 24,9 | 28,9 | 21,7} 23,6| 27,8
” Lo consranre
C16_1 1,8 1,6 2,2 1,6 3,2 4,5 2,2 4,3 3,1
. 3
= PHOTOPERIODR
C:’_8 10,0 9,3 { 10,1 8,6 8,8 | t0,2 8,7 9,8 8,3
N
§ 0 * CONSTANTE
Cla-l 27,9 | 28,8 | 28,1 {27,3 |26,0|26,1 27,1 25,27 18,2
] ] c 18,8 19,0 ;18,5 | 23,8
R -1 s 1832 v . . ' 21,0 | 19,0 | 24,3
l§ EN] RS
N -§ N\
BN N l} Cig.3 16,3 { 15,8 | 16,2 | 15,3 | 16,1 | 11,3 | 16,0
. 3 L i - -
7 9 1 i
Jours D.I. 1,16 { 1,16 [ 1,16 { 1,22 | 1,20 | 1,03 |1,26
L : Lumiére constante

EVOLUTION DU DEGRE D’ INSATURATION

12 : Photopériode
0 : Cbscurité constante
DI : Degré d'Insaturaticn
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TABLEAU 30
VARIATIONS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES) Sous
L' INFLUENCE DE LA LUMIERE CONSTANTE,
POURCENTAGE DES SOUS-FRACTIONS 1 ET 2
{MOYENNE DE 3 MESURES).

12 : Photopériode

o :0b

scurité constante

-
H
61 ]
]
H
50 = ﬂ L. consrante
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o~ = B ,uotorerione
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[ ] ]
: : |
: : 1
: f s
1L &\ BN N
[ 1 i »
0 7° 9° 1M

EVOLUTION DU RAPPORT SOUS-FRACTION 1/SOUS-FRACTION 2

{Représentation graphique de €a derndiire Ligne du Tableau)

Sous-Fraction 7éme JOUR 9éme JOUR {léme JOUR
L 12 0] L 12 o] L 12 ]
1 59,3 56,4 57,4 | 64,2 87,1 55,6 61,3 71,9 58,0
2 40,7 | 43,6 42,6 35,8 12,9 44,4 38,7 | 28,1 42,0
Rapport 1/2 1,46 1,29 1,35 1,79 |6,75 1,25 1,58 |} 2,56 1,38
L : Lumitre constante
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TABLEAU 31
ACIDES GRAS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES)
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES ACIDES DETECTES
(MOYENNE DE 3 MESURES).

7éme JOUR Séme JOUR ligme JOUR
Longueur de —_—————— _— ————
chaine L 12 Q L 12 o} L 12 o]
i t év t t t t t € t
5.1 t t t t t t £ t t
c14 t t t t t t t t t
Ciast t t t t t t t t £
c16 34,9 § 33,2) 31,9} 39,0 35,1 | 38,2 | 34,8 | 33,7 | 37,9
c16-1 3,2 2,8 1,5 3,3 3,0 3,2 3,2 3,4 2,9
c18 12,5 § 12,9, 10,5 | 10,3 | 10,4 | 10,2 | 11,5 | 10,2 | 11,6
cm:l 26,1 | 27,1 | 33,0 | 25,9 { 24,6 | 26,7 | 23,7 | 24,2 | 27,3
cxa-z . 16,2 | 16,1 16,3 | 13,8 | 16,3 | 15,4 | 17,7 } 18,1 16,3
Cig:3 7.1 7.9 6,8 7,7 8,9 6,3 2,1 | 10,4 4,0
D.I. 0,83 | 0,86 | 0,88 { 0,80 { 0,87 { 0,80 | 0,90 | 0,95 | 0,75
L : Lumidre constante
12 : Photopériode
O : Obscurité constante
DI : Degré d’'insaturation
ﬂ L. constanTe
e
s A H
- = PHOTOPERIODE
< .
- A
3 N
'(.g' 1 5 .\ O . constanTe
0 -
[
- N =
© N H ]
BN .\ a
= N N N
s -NEIENERTER
|
a 06l LR =N im
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Jours

EVOLUTION DU DEGRE D’INSATURATION

(Représentation graphique de La dernidre Ligne du Tableau)
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TABLEAU 32
INFLUENCE DE LA LUMIERE ZONSTANTE SUR LA COMPOSITION
DE LA FRACTION 3 {(PHOSPHOLIPIDES),
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES GROUPES DE

PHOSPHOLIPIDES DETECTE.- (MOYENNE DE 3 MESURES).

Sous~ 72me JOUR 9&me JOUR i1idme JOUR
Fraction L 12 o] L 12 o] L 12 ]
C.L. 1,3 1,0 g,8 Q,9 1,3 1,6 1,7 t 0,2
P.E. 33,9 | 32,2} 34,1 | 29,7 | 24,3 | 30,0 | 30,1 27,6 | 32,3

PS + PI 7,5 8,1 2,7 7.4 6,7 8,3 8,0 7,9 9,1
e.C. 52,6 | St,3 53,4 | 49,0 | 59,4 | 47,9} 48,8 | 59,8 | 49,8
L.P.E. 2,6 3,3 1,9 6,7 4,0 5,1 5,5 2,5 3,9
L.P.C. 3.4 4,1 2,1 6,3 4.3 7.1 5,9 2,2 4,0
Rapport 1,55 | 1,59 | 1,57 { 1,65 | 2,44 | 1,60 | 1,62 | 2,17 | 1,54
PC/PE
C.L. : Cardiolipides P.C : Phosphatidyl-cholines
P.E. : Phosphatidyl-étanclamines L.P.E. : Lyscphosphatidyl-¢thanolamines
P.S. : Phosphatidyl-sérines L.P.C. : Lyso-phosphatidyl-cholines
p.I.

251

Rapport PC/PE

13 L

15 L

: Phosphatidyl-inositol

L : Lumidre constante
12 : Photopériode
O : Obscurité constante
L]
|
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TABLEAU 33
INFLUENCE DE LA LUMIERE CONSTANTE SUR LA COMPOSITION
EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES).

Acide 7éme JOUR géme JOUR iléme JOUR

L 12 o L 12 Q L 12 (6]
<y, t t t t t t € t t
a0y t t t t t t t £ £
C14. t t t t t t t t t
c14-1 £ t t t t t t t t
c16 19,6 19,0 17,1 19,5 13,2 16,1 18,7 14,7 15,8
c,.s_1 2,2 1,0 3.2 2,1 2,2 3,1 3,3 2,8 3,4
CIB 6,5 7,0 8,0 3,2 5,8 7.3 4,0 3,3 6,8
Cig.1 28,8 | 29,1 28,0 27,5 | 23,1 28,2 | 28,4 21,8 27,4
c18~2 29,9 | 29,8 31,0 31,6 | 41,9 28,3 31,0 42,1 29,1
c18 3 14,0 14,3 12,7 16,1 13,81 17,0 16,6 14,1 17,8
D.I 1,31 1,32 1,31 1,41 1,51 1,39 1,42 1,50 1,42
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o W

-
W

Degre

(S
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(Représentation graphique de fa derniire Ligne du Tableau)
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rement constant recélent une proportion de "sous-fraction 1" légérement plus
forte. La composition en acides gras de la Fraction 2 est indiquée dans le
tableau 31 : on constate dés l'abord que le degré d'insaturation de ces
lipides est trés faible comparé a celui des lipides totaux, comme nous
l'avons déja constaté au cours du chapitre II ; on remarque aussi qu'il est

plus élevé dans les cultures fertiles aprés le 7éme jour.

On peut observer dans le tableau 32 que, dans la Fraction 3, le
rapport PC/PE augmente dans les cultures fertiles au moment de l'apparition
des périthéces ; sous lumiére constante, il semble peut-étre y avoir une
légére stimulation de la synthése de PC, mais en tout cas trés inférieure a
celle qui est visible sous photopériode. Les phospholipides sont toujours trés

riches en acide linoléique (C ) et il en résulte que leur degré d'insatu-

18:2
ration est trés élevé, surtout dans les mycéliums fertiles aprés le 7éme jour ;
on ne note pratigquement pas de différence entre les cultures sous éclairement

constant ou a l'obscurité.

ITI.1.2 INFLUENCE DE L'ACETATE ET DE L'AERATION

Nous avons stérilisé complétement le Leptosphaesria fyphae en le
faisant développer sur une décoction d'avoine contenant 1 % d'acétate de so-
dium. Inversement, nous avons stimulé sa fructification en introduisant dans
un autre lot de bolites de Roux des baguettes de verre de 6 mm de diamétre qui
facilitaient le contact du mycélium avec l'air. Nous avons comparé les lipi-
des du Champignon ainsi cultivé a ceux du méme microorganisme ayant végété
dans des conditions "normales" sur décoction d'avoine, sous photopériode et
a l'obscurité constante (voir le chapitre I de la premiére partie de cette
Thése) . Les résultats sont résumés dans les tableaux 34, 35, 36, 37, 38, 39,
40 et 41.

On constate (tableau 34) comme dans le premier chapitre de notre
travail, que dans un premier temps l'acétate ralentit la croissance du Cham-
pignon, puis l'accélére ; il inhibe complétement la production de périthéces,
au moins jusqu'au lléme jour de culture ; il induit enfin une élévation de la
teneur mycélienne en lipides, ce qui était tout & fait prévisible, étant
donné le rd&le qu'il joue dans la synthése de tous ces corps (LEDERER, 1967 ;
MAZLIAK, 1968 ; WEETE, 1974). L'aération réduit légérement le rendement en
masse séche ; par contre, les premiers périthéces apparaissent sur le mycélium

dés le 6éme jour de culture, soit 24 heures plus tdt que dans les fioles-

témoins, et leur nombre est nettement plus élevé. Nous remarquons que, cultivé
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TABLEAY 34
INFLUENCE DE L'AERATION ET DE L'ACETATE SUR LA CROISSANCE ET
LA TENEUR EN LIPIDES DU “LEPTOSPHAERIA TYPHAE”

(Poids de matiére séche en mg/fiocle de culture. Pourcentage relatif de
chacune des 3} fractions de lipides séparées sur Acide Silicique).
Chaque chiffre est la moyenne de 4 Mesures.

7&éme JOUR 92me JOUR l1léme JOUR
LB L LA OB [e] QA LB L La OB o] A LB L LA 0B [¢] QA
Poids de
matigre | 68,6 72,8 54,2 70,7 | 69,8 63,2 74,1 | 87,5 89,5 75,4 | 89,8 94,3 | 81,0 88,3 |107,5] 81,4 90,5 | 106,53
séche
P.100md 5,6 6,4 8,2 5,3 6,2 7.9 4,9 5,4 14,0 5,5 6,3 10,0 4,7 4,3 13,1 6,1 6,7 18,3
LIPIDES
mg/Fiole| 3,8 4,7 4,4 3,8 4,3 5,0 3,6 4,7 12,5 4,2 5,7 9,4 3,8 4,3 14,1 5,0 6,1 19,5
Fraction 1} 54,5| S51,5] 64,3 s2,5| 62,0] 86,5} 57,8| 52,4 68,0| 48,6 45,1 20,1 63,3 | 6&0,C 75,0} 65,9 51,8 ] 90,0
Fraction 2} 12,3 13,6 11,0 10,9 2,9 4,9 12,0 11,9 13,1 11,8 15,3 3,0 12,5 14,3 10,7 6,3 16,7 3,6
Fraction 3| 33,2 34,9| 24,7 36,6 28,1 8,5 30,21 35,7 18,91 39,6f 39,6 6,9 24,2} 25,5 14,3 27,8 31,5 6,4
LB : Lumidre avec baguettes L : Lumidre LA : Lumiére avec Acétate
OB : Obscurité avec baguettes 0 : Obscurité OB : Obscurité avec Acétate

Lipides mg/ fioles
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sur baguettes, le Champignon est pauvre en lipides dés le 7éme jour sous éclai-
rement, alors que les mycéliums-témoins en contiennent encore 6,4 %. Chez ces
derniers, la teneur lipidique s'abaisse au 9&me jour et devient inférieure a
celle des cultures maintenues a l'obscurité, phénoméne déja décrit au cours

du chapitre I de cette deuxiéme partie.

La présence d'acétate dans le milieu induit une élévation de la
proportion de lipides neutres, celle-ci pouvant atteindre 90 % du total a
l'obscurité. Sous photopériode, ce phénoméne est un peu moins net. Le déve-
loppement sur baguettes de verre entraine aussi chez le Champignon une légére
augmentation du pourcentage de lipides neutres. Sur milieu-témoin, les résul-
tats reproduisent dans leurs grandes lignes ceux qui ont été décrits dans les

chapitres précédents.

Dans les lipides totaux, l'acétate provogue un abaissement du degré
d'insaturation concomittant & une augmentation de la proportion en acide pal-
mitique (C16), résultat plus net aprés le 7éme jour de culture, lorsque le
Champignon s'adapte a cette source de carbone. L'aération, au contraire, €léve
le degré d'insaturation avec une augmentation de teneurs en acides linoléigue
et linolénique (tableau 35). Ces observations sont valables aussi bien a 1l'obs-
curité que sous photcpériode. Dans les mycéliums-témoins, l'évolution des
acides gras est conforme a celle gue nous avons constatée au cours des chapi-
tres précédents : la formation des périthéces, aprés le 7éme jour, s'accompa-

gne dans les mycéliums fertiles (éclairés) d'une élévation du degré d'insatu-

ration des acides gras totaux.

Dans le tableau 36, on observe que la culture sur acétate augmente
la proportion de triglycérides dans les lipides neutres du Champignon, alors
que l'aération ne semble pas exercer un effet trés net sur ces chiffres. Ces
derniers s'abaissent aux 9éme et 1léme jours sous l'effet de l'éclairement
dans tous les types de mycéliums. La lumiére et l'aération provoquent une
augmentation du pourcentage d'acides gras libres, alors que l'acétate réduit
cette proportion. Les acides gras des lipides neutres (tableau 37) ont en
général un degré d'insaturation plus faible que celui des lipides totaux,
mais évoluant parallélement & ce dernier. On constate dans les mycéliums
cultivés sur acétate la présence de traces d'acides a plus longue chaine :

C207 €227 Co4---

Le rapport "sous-fraction 1/sous-fraction 2"de la/Fraction 2"

("glycolipides") est toujours plus élevé dans les cultures sous photopériode

~e
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TABLEAU 35

EN ACIDES GRAS DES LIPIDES TOTAUX.
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES ACIDES GRAS DETECTES (MOYENNE DE 3 MESURES),

Longueur Jéme JQUR 9eme JOUR {ié¢me JOUR
c-le LB L La OB [+] OA LB L La QB o] OA LB L LA oB o] [o7:
chaine
<, 1,7 0,7 t € 1,0 t Q,7 t 1.0 1,0 1,0 1,0 t £ 1,0 1,5 t t
sy, t t t t t t t t t t t t t t £ t t t
C,4 1.9 Q,6 1,0 1,2 1,9 t Q,7 t 1,0 1,0 1,0 1,3 t 1,2 1,7 9,5 t t
&
4, t t t € t t t t t t t t t t t t t t
€6 15,5 12,81 18,6} 16,8} 15,6 | 16,7 | 12,7 | 12,0 | 21,1 14,8 | 15,6 | 22,2 | 13,6 | 12,9 | 24,3 | 14,2 | 14,3 | 27,3
Cle. 2,5 3,3 2,6 2,6 3,2 2,5 2,5 3,5 2,4 2,5 3,1 3,1 3,4 4,2 2,5 3,9 3,5 3,5
Cig 6,7 | 12,2 8,3 8,3 8,1 7.9 6,7 8,9 11,8 9,9 10,2 | 10,7 5,8 6,3 { 10,2 6,5 8,7 11,6
Cyg 21,6 | 27,0 28,0 22,7] 23,5} 32,0} 23,5 29,1 33,9 | 23,0 22,5 31,5 | 23,7 26,6 | 28,2 | 26,7 | 27,1 | 34,8
Cig. 29,7 28,0} 26,4 20,51 29,1} 25,5 30,9 | 30,1} t9,0| 30,5| 31,1 20,6 | 32,3 34,9} 21,7 | 33,8} 34,4} 17,3
CLB: 20,4 15,2 15,1 18,9 17,6 15,4 22,3 16,4 8,8 17,3' 15,5 9,6 21,2 13,9 9,9 12,9 12,0 5,5
D.I 1,45 1,32 1,29 1,41 1,38 1,32 1,55 1,42 1,01 1,38 1,34 1,05 1,55 1,42 1,04 1,37 1,35 0,89
LB : Lumidre avec baguettes L : Lumidre LA : Lumidre avec Acétate OB : Obscurité avec baguettes O : Obscurité N
OA : Cbscurité avec Acétate D.I. : Degré moyen d'lInsaturation
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TABLEAU 36

DE LA FRACTION 1 (LIPIDES NEUTRES).

INFLUENCE DE L‘AERATION ET DE L'ACETATE SUR LA COMPOSITION

POURCENTAGE RELATIF DE CHAQUE GROUPE DE LIPIDES DETECTE. (MOYENNE DE 3 MESURES).

Jame

: JOUR S9¢me JOUR liédme JOUR
Squs-Fraction
LB L LA OB o} QA LB L LA QB o} QA LB L LA QOB Q QA
Hydrocarbures 3,91 ¢ 3,0} 3,8 1,0 1,1 4,0 7,2 e,5¢ 2,5 t 7,8| 6,1 5,3y 0,9 5,0 3,0 5,9
Egters de stérols 6,41 12,1 9,21 13,2111,8}1 8,0} 6,1 2,9 3,5 8,51 8,9} 6,3 7,92410,2¢y17,0 6,8 13,7 10,7
Triglycérides 46,3 37,2) 60,81 48,7} 51,1 ‘64,2 47,3 | 46,91 65,7 55,9 57,7| 66,7 | 34,4 31,1} 57,8} 55,5 54,8 66,7
Stérols 11,9 13,9 6,4 12,8{ 13,9 5,31 14,2 15,3 3,4} 16,9)16,8f 5,4)14,1)14,8} 8,5 8,11 15,4 3,9
Diglycérides 6,8 1,5 4,51 5,5 3,2 6,1 6,8 5,9 7,1 4,1 4,1 4,8 8,3 8,8 3.6 6,4 3,1 7,6
Monoglycérides 3,61 t 2,01 3,5 4,1 5,7{ 6,0 2,1 5,9} 2,6 3,8{ 3,9{ 6,5 8,1 2,4 4,91 ¢ 2,0
Acides gras libres 21,11 15,31 14,1 12,8} 14,9| 9,61 15,6 18,7 13,9{ 9,5 8,74 6,11{22,7{ 21,11 11,814 16,3 10,0 3,2
LB : Lumigre avec baguettes L : Lumidre LA : Lumiére avec Acétate
OB : Obscurité avac baguettes Q : Cbscurité CA : Obscurité avec Aceétate
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TABLEAU 37
INFLUENCE DE L'AERATION ET DE L'ACETATE SUR LA COMPOSITION
EN ACIDES GRAS DE LA FRAcTION 1 (LIPIDES NEUTRES.
POURCENTAGE RELATIF DE CHACUN DES ACIDES DETECTES (MOYENNE DE 3 MESURES)

Acide 72me JOUR 9&me JOUR llédme JOUR
ci \
LB L LA OB o] QA LB L LA oB o] OA LB L LA | OB Q [oF.

P 1,51 1,5 t t t,2] t,2 t t 1,01 t,5 t + t t 1,01 1,0 t t
c12 s t t £ t t t t t t t t t t t t t t t
c.. 2,3 1,2 1,4 t 1,4 1,1 t t 1,0 1,5 t t t 1,0 1,0 1,0 t t
19

c14 L t t t t t t t € t t t t € t t t t t
c16 15,8 13,8 |17,2 j17,6 |18,5 122,3 |13,2 14,9 [22,8 {19,5 [16,2 [23,4 {14,6 |19,2 ]24,1 |14,5 15,1 |28,2
C16 ' 2,9 3,2 5,2 4,6 | 3,3 4,5 9,81 4,1 3,3 2,71 2,5 3,4 2,0 2,2 1,0 { 4,3 4,7 3,7
CIB 7,0 |13,3 7,4 6,91 9,3 |11,5 5,6 {10,9 {13,1 10,3 | 12,2 10,9 7,3 8,4 11,4} 7,2 9,6 }12,6
C18 N 26,54{28,11{37,1{31,8 26,4 31,3 |26,2 29,5 |34,4 24,1 29,9 |34,227,9)28,9132,21{28,41{28,9 {32,2
c18 2 22,4 |23,0123,1}20,0}21,2 17,2 122,3 {22,9 |16,3 {21,9{23,1 17,8 (24,7 {24,3 (20,1 {29,7 {28,6 |17,4
c15-3 21,6 15,9} 8,6 19,1 {18,7 |15,9 {22,9 17,7 8,1 |18,5|16,1 10,3 }23,5 16,1 29,2 [13,9 [13,1 5,3
+ de 18C - - - - - - - - t - - t - - t - - t
D. I. 1,39 1,25 1,14 1,34 1,28 §1,18 |1,49 1,33 {0,95)1,26 (1,27 |1,04 {1,50 {1,28 ;1,01 |1,34 (1,30 {0,88

LB : Lumidre avec baguettes L’ : Lumidre LA : Lumidre avec Acétate oI degré moyen d'Insaturation

OB : Chscurité avec baguettes O : Obscurité OA : Qbscurité avec Acétate
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TABLEAU 38

VARIATIONS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES) SOUS L'INFLUENCE
DE L'AERATION ET DE L'ACETATE,

PQURCENTAGES RELATIFS DES DEUX SQUS-FRACTIONS.- (MOYEMNE TE 2 MESURES).

T2me JOUR Y9ame JOUR 1léme JOUR
LB ] L LA | OB I o oA LB L l LA OB o] oA LB 1 L [ La OB Q QA
T I |
Sous-Fraction 1| 64,4 EGJ,S 63,9 {63,6 {62,7 |59,0 |&8,8 |69,7 156,9 70,6 61,7 {56,2 |71,;0 !69,9 56,1 { 69,6 [60,6 |57,5
Sous-Fraction 2 35,6 ‘36,5 36,4 | 36,4 |37,3 |41,0 (31,2 {30,3 |{43,1 (29,4 [38,3 {49,8 (29,0 |30,! i33,9 30,4 (39,4 |42,5
Rapport 1/2 I,SLALI,M 1,77 1,75 lL,GH 1,44 {2,20 {2,30 |1,32 2,40 1,61 {1,01 {2,45 (2,32 !1,95 2,29 {1,54 |1,35
LB : Lumidre avec baguettes L : Lumidre LA : Lumidre avec Acétate
OB : Obscurité avec baguettes O : Obscurité OA : Obscurité avec Acétate
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H L § 00
-
251 i L.a m O.a
N\
a N
2 3
1 N[| =
] N a
N A N 1
N a N a
N F § ]
N s N [}
\ ] N ]
20} N ] N\ ]
N = N\ "
N\ a N ]
N ] N B
N ] \ B
~ N) ] N n
= N - N ] N i
=) N '] a N ] N a3
a N ] N [ N u
a N N N u N F
] N F N ] N ]
® N a2 N a N s
15L N B § ] N l‘
\ a N ] N N
N ulg N n N u
N 1 \ 5 N u
N = N\ ] \ [ !
N u I N\ | N ]
N N N A N N |
N 3 N 3 N 5A S
N add N B N [}
NI NG EN B L
N ! = =
NI NN NN
—
0 7 9 13 Jours
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TABLEAU 39

INFLUENCE DE L’AERATION ET DE L'ACETATE SUR LA COMPOSITION

EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 2 (GLYCOLIPIDES).

POURCENTAGE RELATIFS DES ACIDES DETECTES (MOYENNE DE 2 MESURES).

72me JOUR 9&é¢me JOUR liedme JOUR
Acide LB L La OB o] oA LB L La OB 0 OA LB L LA OB o [02.1
('_'12 t t t t t t t t t t t t t t t t t t
(;12:1 t t t t t t t t t t t t t t t t t t
cl‘1 t t t t t t t t t t t t t t t t t t
Cl4:1 t t t t t t t t t t t t t t t t t t
c16 20,3 28,8 29,7 }29,6 {25,6 {29,9 j17,8 {20,5 {26,1 124,4 |21,5 |27,7 |18,6 |19,7 {27,2 {24,3 26,9 {30,2
C16:1 3,31 5,9 6,3. 4,71 8,71 9,1 2,8 5,0} 8,2)|5,8§7,81]6,1 4,7t 6,1 6,3} 6,2 4,0 | 5,5
CIS 4,91 7,5{ 7,0 /13,2 15,3 |12,3 {12,4 J11,1 | 6,3 13,1 {14,8} 7,8 10,0} 9,3 | 4,0 |11,5 {16,1 7,9
c1a=1 25,3 {22,0 (22,0 {28,2 {29,7 {30,1 {26,1 25,0 {37,2 {27,3 |31,4 38,1. 26,0 (25,6 {39,6 [23,3 22,5 {31,4
C18:2 31,2 21,1 22,6 {15,1 |13,9 |11,2 25,3 [23,6 |17,7 }17,3 (16,1 (17,0 |27,1 24,2 {19,7 {20,0 {19,3 20,7
c18:3 15,0 14,7 12,4 9,2 6,8 7,4 115,6 (14,8 |-4,5 12,1 8,4 3,3 {13,6 115,12 3,2 114,7 11,2 4,3
D. I 1,35 1,14 §t,11 0,91 {0,87 0,84 {1,26 {1,22 |0,94 |1,04 ;0,97 0,88 1,26 |1,25 ;0,95 {1,14 {0,99 0,87
LB : Lumiérg avec baguettes L : Lumigre LA : Lumidre avec Acétate DI : Degré moyen d'Insaturation
OB : Obscurité avec baguettes O : Obscurité OA : Obscurité avec Acétate
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il est plus fort que le témoin dans les mycéliums aérés, plus faible dans ceux
ayant végété sur acétate (tableau 38), Dans la compeosition en acides gras de la

Fraction 2, on constate (tableau 39) les mémes variations que dans le chapitre II.

Les phospholipides de la Fraction 3 (tableau 40) contiennent les
mémes corps quelles que scient les conditions de culture, mais leur répartition
guantitative est différente suivant les cas. En particulier, la proportion de
PC et le rapport PC/PE sont plus élevés dans les mycéliums éclairés, l'adra-
tion augmente ces chiffres, l'acétate les diminue. La répartition des acides
gras (tableau 41) montre une prédominance de l'acide linoléique entrainant

un degré d'insaturation élevé, mais évoluant parallélement a celui des lipides

totaux.

I1I. 2 DISCUSSION

De tous les paramétres qui ont varié au cours de cette série d'expé-
riences, celui qui exerce les contraintes les plus fortes sur le métabolisme
lipidigue du Champignon est l'acétate : il provogue une forte augmentation de
la teneur en lipides, se traduisant surtout par une accumulation de lipides
neutres et plus particuliérement de triglycérides, accompagnée d'une baisse du
degré d'insaturation des acides gras. L'ensemble de ces faits est 1l'indice
d'une stimulation anormale de la synthése lipidique, aboutissant a un "engor-

gement lipidique" du mycélium (MORQUER, 1931) et & la suppression quasi-totale

de la fertilité sexuelle du Champignon.

La comparaison des deux séries d'expériences permet de dégager

quelques constatations :

- dans tous les cas, 1l'éclairement, qu'il soit appliqué 12 heures sur 24 ou
constamment, entralne un abaissement de la teneur mycélienne en lipides,

aprés le 7éme jour de végétation ;
- il augmente la proportion d'acides gras libres ;
- 1l éleéve le degré moyen d'insaturation ; il accélére donc le "turn-over"

lipidigue.

Dans la Fraction 2, il accroit le rapport "sous-fraction 1/sous-
. fraction 2" aprés le 7éme jour de culture. De méme, il provogue une hausse

du rapport PC/PE.
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TABLEAU 40
INFLUENCE DE L'AERATION ET DE L'ACETATE SUR LA COMPOSITION
DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES).- (MOYENNE DE 3 MESURES).

7&me JOUR 9éme JOUR liéme JOUR
LB L La 0B Q QA LB L LA QB Q CA LB L La OB Q QA
C L Q0,5 1,0 0,2 Q9,9 t 1,0 t 1,3 1,4 0,9 t 1,5 t 1,3 t 1,5 1,6 0,9
» E 31,9 [31,7 133,3 I31,4 |34,6 33,9 131,9 129,9 33,7 30,6 |35,2 {34,1 |31,7 i30,1 [35,6 }30,1 [35.2 |35.0
ps + PI 7.7 7,2 7.5 5,6 8,3 7,3 8,6 7.4 8,6 8,2 7,9 8,7 7,5 8,9 3,8 8,3 7.4 8,0
PC 55,3 [53,1 |48,6 (53,1 }49,8 49,5 |55,1 |54,8 147,3 {51,2 {49,9 45,6 157,2 {54,0 44,2 |S2,7 (51,1 }46,1
L PE 3.4 3,9 4,3 4,5 6,4 4,2 1,0 3,4 4,3 3,4 3,5 S,4 1,0 2,1 5,0 3,3 1,1 4,7
L PC 1,2 3,1 5,4 4,5 (10,9 4,1 3,4 3,2 4,7 4,9 3,5 4,7 2,6 3,6 5,4 4,1 3,6 5,3
Rapport PL/PE 1,73 {1,68 1,46 |1,69 |1,44 |1,46 |1,73 11,83 (1,40 }1,67 1,42 (1,34 11,80 {1,79 1,24 |1,75 {1,45 |1,32
CL : Cardiclipides PI : Phosphatidyl-Inositol
A s s PC : Phosphatidyl-Cholines
PE : Phosphatidyl-éthanclamines LPE : Lyso-PE
PS : Phosphatidyl-sérines LPC : Lyso-PC
LB : Lumidre avec baguettes L : Lumidre LA : Lumidre avec Acétate
OB : Obscurité avec baguettes O : Obscurité OA : Chscurité avec Acétate
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EVOLUTION DU RAPPORT PC/PE

(Représentation ghaphique de £a denniere Ligne du Tabfeau)
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TABLEAU 41

INFLUENCE DE L‘AERATION ET DE L’ACETATE SUR LA COMPOSITION
EN ACIDES GRAS DE LA FRACTION 3 (PHOSPHOLIPIDES).~ (Moyenne de 3 Mesures)

T2me_ JOUR 92me JouR Lizme JOUR
Acide L || os| o oA | | L A}l o8 | o oAl B | L ta| o8 | o oA
Cys 0,5 t t € 1,0 € 1,0 t t t t 1,0 1,0 t 1,5 £ t t
Cio.1 t t t t t t t t t t t € t € t t t £
C14 Q0,3 t 1,0 2,0 2,3 t: 0,5 t t 0,6 i,1 1,0 t t 1,3 t t t
Cia:1 t £ t t € T t t t t t t € t t t T t
C16 17,4 | 17,1 21,2 114,9 | 14,4 |16,0 | 10,6 | 11,2 }20,2 |13,5 |14,5 21,7 112,5 {10,3 | 25,4 { 14,0 [12,7 | 26,8
clé:l 1,1 4,5 1,0 2,4 3,2 1,0 1,9 2,5 2,0 2,3 3,9 3,0 2,7 6,3 3,9 3,7 3,5 3,3
c18 5,4 11,51 9,2 9,1 7.4 6,4 5,0 7,9110,0 ] 9,4 9,7 |10,1 5,3 6,1 8,2 5,4 7,8 8,6
CIB:I 20,5 120,0 21,9 21,0 (20,8 |32,3 21,6 |28,0 |33,6 |22,6 [21,3 {28,9 |19,6 |25,4 |24,3 25,8 | 24,3 (36,7
c18:2 35,3 {3:,0 |28,5 [33,2 |35,1 |29,3 | 41,9 35,3 |27,4 |35,1 |34,8 24,9 39,1 39,9 124,5 {39,9 40,2 {19,2
c18:3 19,3 15,9 }17,2 117,4 |15,8 {15,0 {17,5 [15,1 6,8 116,5 14,7 9,4 {19,8 {12,0 {10,3 |11,2 {10,9 5,4
D. I. 1,50 §1,34 1,31 |1,42 |1,42 1,37 1,60 11,46 (1,11 |1,45 {1,39 |1,10 1,60 (1,48 {1,08 {1,43 [1,42 {0,938
LB : Lumiére avec baguettes L : Lumidre LA : Lumidre avec Acétate DI : Degré moyen d'lInsaturation

OB : Obscurité avec baguettes O : Obscurité OA : Obscurité avec Acétate
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Mais, au cours de la premiére expérience, ces modifications sont
faibles dans les mycéliums recevant un éclairement constant, alors gqu'elles
sont beaucoup plus nettes dans les cultures végétant sous photopériode, qui,
seules, portent des périthéces dés le 7&me jour de culture. Dans la deuxiéme
série expérimentale, on peut remarguer que ces variations sont encore ampli-
fiées lorsque le Champignon est cultivé sur baguettes et gqu'il produit un
nombre plus é€levé d'ascocarpes. La relation entre la réorientation du méta-
bolisme lipidique et la fertilité sexuelle du Champignon constatée au cours
des chapitres précédents est donc confirmée. Mais le Lepfosphaeria typhae
ne produit de périthéces que lorsque ce remaniement métabolique atteint un
seuil élevé, qui n'est obtenu que sous photopériode : la présence de baguettes
dans le milieu de culture a l'obscurité, ou l'éclairement constant provoquent

des changements insuffisants pour déclencher le processus de reproduction

sexuée a eux seuls.

e
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TROISIEME PARTIE

VARIATIONS DES STEROLS ET DES SUBSTANCES
PHOTOMIMETIQUES EN RELATION AVEC LA REPRODUCTION
SEXUEE DU “LEPTOSPHAERIA TYPHAE" EN FONCTION

DES CONDITIONS DU MILIEU



Tere



INTRODUCTION

Nous avons jusqu'a présent pu constater gu'un certain nombre de
changements physiologiques liés aux variations du Milieu induisent chez notre
Champignon l'état de fertilité sexuelle. Mais aucun de nos résultats ne nous
permet d'expliquer quels sont les mécanismes biologiques qui provoquent chez
le Leptosphaernia typhae la production d'appareils reproducteurs : comment le
stimulus lumineux agit-il sur le métabolisme cellulaire ? Quel est le récep-
teur photosensible qui le regoit ? Comment le message est-il transmis & la
cellule et au mycélium tout entier ? Voila quelgues-unes des multiples ques-

tions demeurées sans réponse et que les travaux a venir devront élucider.

Dans l'ultime partie de notre ouvrage, nous allons exposer gquel-
gues recherches préliminaires menées dans le but d'apporter un début de

=,

réponse a ces interrogations.

En particulier, nous envisageons d'étudier les variations des
stérol s mycéliens, possibles précurseurs d'éventuelles hormones sexuelles,
en fonction des modifications de la reproduction sexuée induites par les

variations des parametres externes.

Dans le méme esprit, nous dirons quelques mots sur la présence
chez le Champignon de mycosporine (P310) qui semble jouer un rdle de trans-

porteur d’énergie.






CHAPITRE I - : ETUDE DES STEROLS DU
“LEPTOSPHAERIA TYPHAE"

Il est maintenant bien établi que les stérols et leurs dérivés
jouent un rdle primordial dans 1l'induction des phénoménes sexuels de beaucoup
de Champignons. En effet, dés 1937,-LEONIAN et LILLY obtenaient la reproduc-
tion sexuée de certains Phyfophtora en ajoutant 2 leur milieu de culture des
extraits alcooliques de pois ; ils pensaient déja que les substances respon-
sables de cette stimulation étaient de nature stérolique, ce qui a été confirmé
depuis, notamment par HASKINS et al. (1964) ; ceux-ci observent qu'un Pythium
parasite d'un Fwsaslum ne produit d'appareils sexués que lorsqu'il se développe
aux dépens de son hdte. En culture pure, ils parviennent a restaurer sa ferti-
1lité sexuelle en incorporant & son milieu de culture des extraits lipidiques du
Fusarnium ou d'autres huiles végétales. Une analyse des mélanges ainsi étudiés
leur montre que la fraction la plus active est un stérol : probablement le
B-sitostérol. ELLIOTT et al., constatant en 1964 que le Phytophtora cactorum
demeurait végétatif sur un milieu synthétique et produisait des oospores sur
"oatmeal-agar", montrérent que c'étaient les stérols provenant de la farine
d'avoine qui induisaient la reproduction sexuée ; l'additiocon de stérols au mi-
lieu artificiel entrainait le méme phénoméne. De multiples travaux ont été
consacrés aux Pythium, Phytophtora, Plasmodicphora brassicae, etc... (Mc COR-
KINDALE et al., 1969 ; HENDRIX, 1970, 1975 ; ELLIOTT, 1977) avec des résultats
identiques. JACQUET (1979) obtient ainsi des oospores du Pythium thachediphifum
sur un milieu enrichi en divers stérols, dont le cholestérol et le sitostérol.
Ces Phycomycétes pathogénes de plantes semblent incapables de synthétiser des
stérols, ne pouvant pas en particulier transformer le squaléne ; dans la
nature, ils utilisent ceux de leur héte pour produire leurs oocystes et sper-
matocystes. Le rdle des stérols dans la reproduction sexuée des Champignons
est mis en lumiére de maniére différente par NELSON (1967) qui bloque ce
processus chez l'Ascomycéte Cochliobolus cactorum en le traitant avec des in-

hibiteurs de la synthése de ces corps ; il restaure un développement normal
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des ascocarpes en rajoutant des stérols au milieu de culture.

Chez les Phycomycetes, ces composés seraient transformés en

hormone stéroide, comme l'ont montré ELLIOTT et SANSOME (1977) chez le Phyto-
phtora cactorum. Des 1939, RAPER démontre l'existence chez 1'Achlya bisexualis
de substances de nature hormonale agissant sur la différenciation et la matu-
ration des spermatocystes et des oocystes. ARSENAULT et al. en 1968 identifient
la substance A, émise par le siphon femelle et permettant la formation sur 1le
siphon méle de l'ébauche du spermatocyste, comme étant un dérivé du stigmasté-
rol, qu'ils dénomment "anthéridiol". En 1975, 1' "oogoniol" substance B de
RAPER, produite par le siphon mdle porteur d'ébauches de spermatocystes et
permettant au siphon femelle de différencier l'oocyste est identifié comme

étant lui aussi de nature stérolique {(Mc MORRIS et al.).

Les stérols sont donc bien impliqués dans la différenciation des
appareils sexués et ont toutes les caractéristiques des phéromones. Mais chez
les Ascomycétes, tel que le Leptosphaeria typhae, le probléme est plus diffi-
cile a aborder car ces organismes, contrairement aux précédents, ont la fa-
culté de synthétiser & partir de l'acétate les stérols utiles a la constitu-
tion de leurs membranes et & les reconvertir en phéromones en quantités trés

faibles, au-dela des possibilités de l'analyse.

Dans le fonctionnement général de la cellule, les stérols peuvent

donc jouer trois rdles :

- précurseurs d'autres stéroides ;
- hormones contrdlant les transports actifs d'ions ou de molécules ;

- composants des membranes, réglant en partie la perméabilité de celles-ci.
FINKELSTEIN et CASS (1967) prouvent en effet que le cholestérol réduit la per-

>

méabilité & l'eau de membranes artificielles, résultat confirmé sur du matériel
naturel, en particulier par GRUNWALD (1971).

Ces diverses considérations ont incité notre laboratoire a étudier
les stérols du Lepfosphaeria typhae. A la suite des premiers travaux de
LACOSTE (1965), VANDEWALLE (1973) puis ALAIS et al. (1974) ont analysé le
mycélium développé sur décoction d'avoine & 20 g/1. Leurs résultats, exprimés
par le tableau 42, montrent gque les cultures ayant végété & l'obscurité con-
tiennent une gquantité de stérols légérement plus forte que les mycéliums fer-
tiles et surtout que chez elles la portion estérifiée est plus importante. Le
mycélium végétatif et stérile ccrtient une variété plus grande de stérols 1li-
bres que les cultures soumises a éclairement chez lesquelles on trouve le seul
ergostérol, la portion estérifiée ayant une composition plus voisine dans les

deux cas.
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TABLEAU 42 : MASSE ET POURCENTAGES RELATIFS DES STEROLS CONTENUS
DANS LE MYCELIUM DU Leptosphaeria Zyphae (en mg pour
100 g de mycélium sec) CULTIVE SUR EAU D'AVOINE.

Lumiére Obscurité
Stérols
Libres Estérifiés Libres Estérifiés
Total 16 (52 %) 15 (48 %) 14 (42 %) 19,2 (58 %)
Ergostérol 100 % 58 % 86 % 54 %
Lichestérol - 20 % - -
Epistérol - 21 % 9,8 % 21 %
24-éthyl-
cholesténe - 1% 0,2 % -
Dihydro-5-6- .
. - 4 % - -
ergostérol
Mélange de
stérols en C29 _ _ _ 25
et C30 mono et °
di-insaturés

Si on considére (MOOR, 1967 ; BARTLETT et MERCER, 1974 ; ELLIOTT
et al., 1974 ; NES, 1974) que la fraction estérifiée est une forme de réserve,
alors que les stérols libres sont les seuls actifs et incorporés aux membra-
nes, ces résultats permettent de considérer que le Leptosphaeria typhae utilise
plus vite ses stérols lorsqu'il est sexuellement actif. Le fait que l'ergo-
stérol constitue alors 100 % de la portion libre peut étre rapproché des
résultats de JACQUET (1979) montrant que ce composé ne provoquait pas la
formation d'appareils sexués chez le Pythium thacheiphilum ; il ne serait
peut-&tre pas utilisé par le Leptosphaeria typhae pour synthétiser d'éven-
tuelles hormones, qui proviendraient de stérols mineurs. Il ne s'agit bien
entendu que d'hypothéses que des recherches ultérieures devront vérifier.

On peut aussi comparer notre Champignon au Mucoi houx{L (SAFE, 1973) : dans
le mycélium aérobie de ce zygomycéte, 1l'ergostérol constitue 90 % de la
fraction stérols libres, alors que les cultures anaérobies contiennent une
plus grande variété de ces corps. Cette comparaison confirme les résultats
exprimés dans les premiéres parties de cette Thése : lorsqu’il est cultivé sous
photopériode, le Lepfosphaeria typhae oriente son métabolisme dans un sens

plus oxydatif ("aérobie").
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On pourrait faire une grave objection aux travaux de VANDEWALLE
et ALAIS et al. : le Phytophtora cactorum (ELLIOT, 1964) sexualise en présence
d'extraits d'avoine ; on pourrait donc craindre que les résultats obtenus sur
le Leptosphaeria Typhae soient faussés par la composition du milieu de culture.
L'analyse du lyophilisat de cette décoction n'a révélé la présence d'aucun
stérol (VANDEWALLE, 1973 ; ALAIS et al., 1974) mais il n'est pas certain
qu'elle ne contienne pas d'éventuels précurseurs. Nous avons donc mis au
point un milieu synthétique chimiquement défini pour pallier a cette incer-

titude.

I.1 MISE AU POINT D'UN MILIEU SYNTHETIQUE

Ce travail a été publié dans la "Revue de Mycologie" (1974-1975),
39, 43-52.

Nous reproduisons ci-dessous le texte de cette publication.
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ETUDE DES CONDITIONS DE DEVELOPPEMENT
ET DE REPRODUCTICN SEXUEE DU LEPTOSPHAERIA TYPHAE

MISE AU POINT D’UN MILIEU DE CULTURE
CHIMIQUEMENT DEFINI

par Gérard VIDAL, Thérése LEBBE et Louis LACOSTE*

INTRODUCTION

Le Leptosphaeria typhae (Ascomycéte, Pyrénomycéte, ordre des Pléospora-
les) constitue un matériel de choix pour I'étude des phénoménes physiologiques
accompagnant la différenciation sexuelle chez les champignons. En effet, depuis
les travaux de LACOSTE (1965), nous savons obtenir & 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’apparait, qui pourrait rendre difficile l'interprétation des
résultats d’analyses biochimiques.

Jusqu’a présent, au cours de nos diverses études (VIALA, VIDAL) nous avons
toujours cultivé ce Micromycéte sur un milieu complexe semi-naturel : une dé-
coction de farine d’avoine 4 20 g/l. Ce substrat permet au champignon une crois-
sance mycélienne suffisante accompagnée d’une abondante production de péri-
théces. Par contre, il présente deux inconvénient : nous ne sommes pas certains
que sa composition soit rigoureusement constante d’une série expérimentale 2
Pautre et il nous interdit toute étude des excrétats mycéliens. Pour la suite de
nos travaux, nous avons donc cherché 4 mettre au point un milieu absolument
synthétique. Celui<i, de constitution parfaitement connue, devait assurer au
champignon un développement comparable 4 celui que lui permet la décoction
d’avoine, et ceci en phase liquide afin que I'on puisse facilement séparer le my-
célium de son substrat nutritif.

MATERIEL ET METHODES

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 "obtention des périthéces : 18°C et
éclairement de 12 heures par jour par tubes fluorescents «blanc brillant de luxe»
{1500 ergs/cm?2/sec.2). Les premiers essais étaient pratiqués sur milieu gélosé
en tubes de 25 X 200 mm, les études plus approfondies en boites 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 et Techniques de Lille,
B.P. 36 - 59650 VILLENEUVE D’ASCQ.

REVUE DE MYCOLOGIE, TOME XXXIX (1974-1975) P. 43-52.
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mycélienne était mesurée avec précision par la méthode des poids de matiére
séche. Le point de départ de cette étude fut le milieu défini par 'un de nous
(1965) & partir des travaux de MORQUER (1931).

-KH, POy 1,68
-Ca (PO4 Hp)y,2Hy O 0,8¢g
-Mg 8Oy4,7H7 0 0,5g
-Mn SO4,5H, O 0,02g
-Zn S04, 7H7 O 0,02 ¢
-CuSO4,5H70 0,01g
- Eau distillée 1 litre.

Cette solution est diluée de moitié au moment de emploi. On y ajoute alors
4 g/l de maltose, 0,360 g/l de KNO3, 100 ug/l de Thiamine et 5 ug/1 de biotine.
La production mycélienne est, dans ces conditions, nettement plus forte que sur
le milieu témoin. Il n’apparait que peu de périthéces en fin de croissance.

Notre but était d’obtenir le plus grand nombre possible d’organes sexuels, &
la date la plus précoce possible, sans trop réduire la croissance mycélienne. Cest
en faisant varier successivement les divers paramétres de ce milieu initial que
nous avons cherché & y parvenir. Les critéres de jugement étaient les suivants :
croissance mycélienne, pigmentation du mycélium, richesse en lipides, date
d’apparition des premiéres ébauches périthéciales, date de maturité et quantité
de périthéces.

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 I'état de fertilité sexuelle n’est jamais at-
teint. Il convient donc d’obtenir un équilibre entre des limites qui sont d’ailleurs
trés proches l'une de l'autre. Cette obligation est aussi valable pour la pigmen-
tation et la richesse en lipides du mycélium. Celui<i est normalement pratique-
ment incolore. Mais, 24 heures environ avant l'apparition des périthéces, il se
pigmente discrétement de taches verditres aux endroits ol ceux-ci se formeront.
Lorsqu'il y a surnutrition et installation progressive de la stérilité, cette colora-
tion s’étend A tous les filaments et devient de plus en plus foncée. Nous avons
symbolisé ce phénoméne par trois chiffres : 0: peu ou pas de pigment; 1: pig-
mentation faible; 2: pigmentation forte.

L’observation microscopique des filaments mycéliens montre que la repro-
duction sexuée n’apparait que lorsque le champignon est suffisamment riche
en réserves lipidiques. Par contre, un excés de graisses s’accompagne toujours de
stérilité. Nous avons réguliérement 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 4 4 globules;
3 : nombreux globules.

Nous avons exprimé la richesse relative en périthéces par un nombre direc-
tement proportionnel 4 leur quantité, en prenant pour base 100 les fioles-
témoins contenant la décoction d’avoine & 20 g/l.
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RESULTATS

Source d’azote

Nous avons essayé individuellement diverses sources d’azote en maintenant la
concentration de cet élément & 50 mg/l. 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 ces différents corps en fonction de l'effet qu’ils exer-
cent sur le champignon :

- Croissance faible, pas de périthéces :
(NHy)9 SOy, cystéine, leucine, isoleucine, lysine, méthionine, phénylalanine,
tryptophane.

- Croissance presque normale, peu ou pas de périthéces :
Na NO3, Na NOj, NHy NO3, asparagine, glutamine, tyrosine, thymine, cytosine,
uracile.

- Bonne croissance, peu de périthéces, apparaissant tardivement :
KNO3, arginine, acide aspartique, acide glutamique, proline, valine, adénine,
guanine.

- Bonne croissance, nombre de périthéces élevé :
glycocoile, histidine, sérine.

En milieu liquide, les périthéces apparaissent plus précocement sur glycocolle
et sérine (10éme jour) que sur histidine (11éme jour). Nous avons essayé les
divers mélanges possibles, en parties égales, de ces trois corps, tous ensemble et
deux par deux. Le mélange glycocolle-sérine a donné les meilleurs résultats.
Nous Vavons donc considéré comme source d’azote optimale.

Concentration en azote

Cet élément était fourni sous la forme du mélange glycocolle-sérine A parties
égales, & diverses concentrations. Les résultats sont résumés dans le tableau 1.
La croissance est & peu prés semblable pour toutes les concentrations. Les plus
faibles d’entr’elles sont les plus favorables 4 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 mg/l + sérine 188 mg/l) assure I’apparition plus précoce d’un
plus grand nombre de périthéces et constitue donc "optimum.



158

G. VIDAL, T. LEBBE & L. LACOSTE

Tableau 1. — Etude de ’effet de la concentration en azote en milieu liquide.

Croissance Périthéces
Milieu 10éme jour | Pigmentation | Lipides
(mg / fiole) Date Quantité
d’apparition  relative
Sans N - 0 ? 0 0
N: 25mgfl 175 mg 2 2 11 40
S0mgl | 214 mg 1 2 11 50
100 mg/l 239 mg 0 1 13 20
200 mg/l 251 mg 0 1 13 10
Avoine: 20 g/l 202 mg 0-1 1 6-7 100

Source de carbone

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, galactose, lactose. Nous les avons essayés aux concen-
trations de 1,25 g/l, 2,5 g/, 5 g/l, 10 g/, et 20 g/l. La cellulose qui, en milieu
gélosé, donne d’excellents résultats (LACOSTE, 1964), n’a pu étre étudiée puis-
que notre but était la mise au poini 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 périthéces. Ceux-ci se forment sur tous les milieux, mais les meilleurs
métabolites se sont avérés étre : le maltose, le glucose et le xylose. L’étude en
milieu liquide nous a incités A utiliser le xylose 4 la concentration de 2,5 g/l
(tableau 2).

Tableau 2. — Comparaison de diverses sources de carbone en milieu liquide.

Périthéces
Croissance
au 10 éme jowr | Pigmentation | Lipides Date Quantité
(mg/fiole) d’apparition  relative
Maltose .
1,25 g/ 80 0 1 13 15
2,5 100 0 1 12 30
230 1 2 11 40
10 470 2 3 11 40
20 430 2 3 11 15
Glucose :
1,25 gf 99 0 1 14 10
2,5 151 0 1 12 20
5 195 1 2 11 30
10 250 2 3 11 30
20 246 2 3 11 30
Xylose
1,25 ¢/1 114 0 1 9-10 40
2,5 125 0 1-2 9 60
129 1 2 9 50
10 154 2 3 10 40
20 180 2 3 10 40
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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 périthéce. Le
mélange biotine-thiamine utilisé par LACOSTE permet un bon développement.

Nous avons voulu vérifier si un apport d’autres facteurs de croissance ou si
une modification des concentrations initiales pouvait améliorer la production de
périthéces. Nous avons essayé dans le milieu considéré comme optlmal jusque
13 (xylose, glycocolle, sérine) les vitamines qui sont le plus souvent nécessaires
aux champignons (BARNETT, LILLY) : thiamine : 100 pg/l, pyridoxine :
100 ug/l, acide para-aminobenzoique : 200 ug/l, acide folique : 20 ug/l, pantho-
ténate de calcium : 200 ug/l, biotine : 5 ug/l, meso-inositol : 1 mgfl, nicotina-
mide : 100 pg/l, vitamine Bq, : 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 & la biotine seule (tableau 3).

Tableau 3. — Etude de diverses associations de vitamines en miliet gélosé.

" Périthéces
Milieu Croissance | Date d’apparition  Quantité
relative
Sans vitamine + 15 rares
Thiamine + 15 rares
Biotine ++ 9 50
Pyridoxine + 16 rares
Biotine + Thiamine +++ 9 60
Biotine + Pyridoxine + + 9 50
Thiamine + Pyridoxine + 15 rares
Biotine + Thiamine
+ Pyridoxine T ° 60
Avoine 20 g/1 +++ 6 100

Le nombre de croix exprime la valeur relative de la croissance par rapport i celle ob-
tenue sur Avoine 20 g/l.

Des variations de la concentration de ces substances n’exercent que peu
d’effets sur les résultats sitdt qu’un seuil minimum est dépassé. Aprés étude de
ce paramétre, nous avons retenu les concentrations suivantes : Biotine 10 ug/l
+ Thiamine 100 pg/l.

Eléments minéraux

LACOSTE avait déja 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
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contenant les sources de carbone et d’azote et les vitamines optimales. Les résul-
tats résumés dans le tableau 4 indiquent qu’une dilution au 1/8 ou au 1/16 du
milieu initial donnera le meilleur développement.

Tableau 4. — Etude de P’effet de la dilution de la solution minérale - Milieu gélosé

Périthéces
Dilution du milieu Date d’apparition Quantité relative
1/1 10 40
1/2 - 10 60
1/4 8 70
1/8 8 90
1/16 8 90
Avoine 20 g/l 6 100

Cas du fer

Si, pour un bon équilibre des constituants du milieu minéral de LACOSTE,
on y ajoute 0,04 g/l de SO4 F9, il apparait un précipité qui perturbe gravement
la composition de la solution. Au cours des expériences qui précédent, nous
n’avons pas fourni ce composé au champignon, ce qui n’a apparemment entrainé
pour lui aucun inconvénient, les autres sels apportant sans doute du fer sous
forme d’impuretés. Nous avons malgré tout cherché i introduire un apport sup-
plémentaire de cet élément dans la solution afin de savoir §’il s’y trouvait en
quantité suffisante. Nous I'avons incorporé au milieu optimal sous forme ché-
latée en ajoutant 5 ml/l de la solution suivante : SO4 Fe, 7 H20O 1 g/l, EDTANay
1,325 g/l. Nous avons constaté une légére augmentation du nombre des péri-
théces (tableau 5) qui nous a incités & maintenir cet apport dans notre milieu.

Tableau 5. — Influence d’un apport de fer chélaté - Milieu gélosé

Périthéces
Dat tité
Milieu Croissance | Pigmentation d’app‘:r‘ietion ?:12&::
Sans fer +++ 1 8 80
Avec fer +++ 1 7-8 90 - 100
Avoine 20 g/l +++ 1 6 - 100
Oligo-éléments

Les résultats obtenus avec le milieu complet ainsi constitué étaient trés satis-
faisants, mais nous avons pensé qu'ils pouvaient étre améliorés par un apport
d’éléments catalytiques. Nous avons donc ajouté 4 ce milieu 1 ml/1 de la solution
d’oligo-éléments conseillé par POCHON et TARDIEUX (1962). Le nombre des
périthéces formé étant augmenté (tableau 6), nous avons étudié séparément
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'action de chacun des corps contenus dans la solution : tous exergaient une ac-
tion favorable, & I'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

Périthéces
Milieu Cto1§san<fe au , Datc.e . Quan.tlte
10 éme jour d’apparition relative
Sans 202 mg 9 80 -90
oligo-éléments
Avec 205 mg 9 100

Le pH

Au cours de toutes les expériences précédentes, nous ajustions le pH du mi-
lieu 4 6,0 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 P'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.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Le milieu définitif est donc composé i partir de trois solutions minérales :

A: KHyPOy4 : 1,6 g; Ca(HpPOy)o, 2H50 : 0,8 g; MgSOy, 7H0 : 0,5 g,
MnSOy4, 5H50 : 0,02 g; ZnSOy, 7H,0 : 0,02 g; CuSOy4, 5H,0 : 0,01 g,
Eau : 1000 ml.

B: FeSOy4, 7H90O :1g; EDTA Naj :1,325 g; Eau : 1000 ml.
C: H3BOj3 : 120 mg; NaMo7037 : 200 mg; CoCly, 6H50 : 200 mg; 3Cd
504, 8HO : 200 mg; NiCly, 6 H70 : 30 mg; Eau : 1000 ml.

Le milieu comprend : solution A :125 mi; 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 ug; thiamine : 100 ug. Le pH est ajusté 4 6.

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 phénoméne principalement recherché est la différenciation
sexuelle, qui apparait rarement sur des milieux concentrés favorisant plutdt
un excés de croissance. Ainsi, DEHORTER (1972) obtient des périthéces du
Nectria galligena sur un bouillon de pomme de terre non glucosé dilué au 1/4
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
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dans celui du Leptosphaeria typhae, on ne peut pas parler de véritable «affame-
menty (TURIAN, 1969); nous pensons qu’il s’agit plutdt d’un retour i I’équi-
libre physiologique naturel du microorganisme, par suppression d’un excés
d’éléments nutritifs.

On peut étre aussi surpris, 3 premiére vue, que le glycocolle et la sérine
solent 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
considére que le glycocolle et la sérine font tous deux partie du «pool» métabo-
lique de la sérine; le champignon éprouve vraisemblablement quelques difficultés
a 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 trés rapide du succinate. La sérine pourrait alors étre considérée
comme un précurseur du glycocolle. Des études de physiologie cellulaire permet-
traient vraisemblablement de vérifier ces hypothéses.

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'étre en fait qu'un retard de la germination des ascospores qui servent 3 I'ense-
mencement; ceci serait dit & P’absence d’inducteurs de germination, efficaces a
trés faible dose et sans action sur la quantité de croissance du mycélium. Ce
phénoméne a déja été étudié par HASHIMOTO et al. (1972) sur les microco-
nidies du Trichophyton mentagrophytes. Le décalement de la courbe de crois-
sance vers la droite peut aussi provenir de la phase d’adaptation du Micromycéte
a un milieu beaucoup moins complexe que la décoction d’avoine, et par consé-
quent plus difficile a assimiler.

Enfin, il est important de remarquer que, dans le cas du Leptosphaeria
typhae, et dans nos conditions de culture, les périthéces se forment au cours
de la phase de croissance active du mycélium, alors que généralement la forme
de reproduction sexuée des Ascomycétes apparait lorsque l'organisme entre
en voie de sénescence. Cette apparition relativement précoce des périthéces
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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[.2, INFLUENCE DU MILIEU DE CULTURE SUR LA COMPOSITION
EN STEROLS DU “LEPTOSPHAERIA TYPHAE".

Nous avons comparé la composition en stérols du Champignon-dé&é—
loppé sur eau d'avoine et sur notre milieu synthétique (Phytochemistry, 1976,15,
49-51).

I.2.1 -~ MATERIEL ET METHODES

Le Champignon est cultivé en boites de Roux d'un litre contenant
100 ml de milieu ligquide. Aprés 10 jours, soit 24 heures aprés l'apparition des
premiers périthéces sur milieu synthétique, le mycélium est recueilli par cen-
trifugation, lavé, puis stabilisé par lyophilisation. Il est extrait par l'éther
de pétrole, l'éthanol et 1l'éther éthylique en extracteur de Soxhlet & 1l'abri de

la lumiére et sous atmosphére d'azote.

- Isclement et fractionnement des stérols :

lLes stérols libres sont précipités & la digitonide. Les stérols
estérifiés sont saponifiés par la potasse méthanolique & 10 % et précipités.
Les stérols sont purifiés sur silice G (solvant : C_H_-EtOAc, 5:1). Un premier
fractionnement est obtenu par CCM Al O_-AgNO, (sclvant 2 CHCl_- pétrole-Me_CO.
6:3:1). Aprés propionylation, chagque famille de stérols est dé nouveau séparée
parCCM AlZO -AgNO, (solvant 3 hexane-C H6’ 4:1) (13). La chromatographie gaz=-
liquide a é%é réalisée sur colonne de 3 % SE 30 sur chromosorb W 100-120
traité HMDS a 225°, le débit d'azote étant de 40 ml/min. Les spectres de masse
sont mesurés sur appareil MS 12 a basse résolution et sur MS 9 (14000) a
haute résolution.

- Evaluation des pourcentages relatifs des différents stérols :

Les stérols sont séparés en quatre zones par chromato-
graphie en couche mince préparative. Les poids des stérols ainsi isolés per-
mettent d'évaluer les proportions relatives entre l'ergostérol (R 0.08), le
mélange d'épistérol et de stérols monoinsaturés (R 0;53), le 5.6 déhydro
ergostérol (R 0.62) et le 24 éthyl cholestane (R 0.68). La comparaison des
hauteurs des pics de base de l'épistérol et des stérols A_ dans le spectre
de masse du mélange permet d'évaluer les proportions relatives entre les
stérols mono et di insaturés. Nous prenons comme hypoth&se que ces proportions
relatives seraient égales si les intensités de ces pics de base étaient
identiques.

Ces pourcentages sont confirmés par l'analyse pondérale
des propionates de l'épistérol et des stérols/ _ mono insaturés. L'analyse
de ce dernier mélange est conduite sur les propionates. La comparaison des
hauteurs des pics des ions & m/c = M.74 (<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>