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

Les raisons générales du déterminisme sexué des champignons 

sont établies depuis longtemps (KLEBS, 1900). Elles guident de nombreuses 

recherches qui tentent de les expliciter et, par là meme, d'élucider les 

mécanismes physiologiques et orientations m6taboliques de la sexualisa- 

tion fongique, thème de notre travail. 

Ainsi la reconstitution, in V&O, du cycle biologique 

d'un mvchte oblige Zi unemaftrise des conditions génétiques, nutri- 

tionaelles, physico-chimiques (température, lumière, pH, teneurs en 

CO, et O,,...). Cette réussite, essentielle pour le systématicien, le 

phytopathologiste, l'industriel (production d'espèces comestibles) , 
définit les rapports'entre croissance végétative, sporulation asexuée 

et morphogenèse sexuée. La réalisation de ce dernier stade exige, plus 

que tout autre, une combinaison optimale de nombreux éléments où la 

fécondité sexuée relève d'une orientation métabolique spécifique dé- 

pendante d'une compétence génétique et d'un environnement externe tota- 

lement propice. L'influence de ce dernier a fait l'objet de nombreuses 

expériences qui démontrent successivement l'importance de la composi- 

tion chimique du milieu, des facteurs externes (température, lumière,. . . 1 

Diverses revues (TURIAN, 1978, MANACHEFS, 1980, ... 1 résument les ré- 

sultats acquis à ce jour. Elles témoignent, d'une part, de la diversité 

des réactions fongiques aux modifications de ces paramètres et de la 

difficulté d'établir, à ce niveau, des lois générales régissant la 
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reproduction des champignons. D'autre pa r t ,  e l l e s  mettent, souvent, en 

évidence la  s e n s i b i l i t é  de l a  réponse sexuée dont l ' i nh ib i t ion  - ~ u l * i n -  

duction- peut .ê t re  l e  f a i t  de variat ions paraissant aussi  mineures que 

l'absence d'un microélément du milieu n u t r i t i f ,  un écar t  thermique d'un I 

seul  degr& (OC)  , une i r rad ia t ion  lumineuse de quelques secondes. 

L'étonnante :précis ion de ces derniers r é su l t a t s  susci te  de 

nombreuses interrogations quant aux mécaniçnes physio~lagiques e t  boulever- 

sements biochimiques,ainsi Mpliqués,qui conditionnent favorablement - ou 

non - l a  reproduction sexuée. 

Aussi ces  mêmes questions se posent-elles pour appréhender l e  

r ô l e  de l a  lumiere facteur  indispensable de l a  f ruc t i f i ca t ion  par fa i te  de 

cer ta ins  champignons. Dans ce cas,  l e  controle des paramètres lumineux 

apoaraï t  fondamental pu i scp ' i l  permet, i n  v&, l a  sexualisation. fongique 

a l o r s  que cel le-ci  p e u t d t r e  rare  ou aléatoire  dans l a  nature. De f a i t ,  

l a  photoinduction sexuée souleve de nombreux problemes principalement ceux 

r e l a t i f s  3 l a  nature du système photorécepteur, aux réactions biosynthéti- 

ques prisnaires e t  secondaires consécutives a l 'absurption lumineuse, 3 

l 'exis tence de métabolites capables de t ransférer  l 'énergie photonique 

ou de se subst i tuer  cel le-ci .  

Notre étude du d6terminisme de l a  sexualisation chez 

1'Ascomycète Nectria gaztigena Bres. i l l u s t r e  l e s  propos énoncés c i -  

dessus e t  t en te  d'apporter quelques éléments de réponse aux nombreuses 

questions pbse5es. 

- S i  l a  s t r i c t e  photodépendance de l a  reproduction sexuée du N. gaZligena 

nous a p lus  particulierement préoccupé (3èrne e t  4ème p a r t i e s ) ,  ce t t e  ana- 

lyse suppse une n a î t r i s e  préalable des conditions génétiques ( lè re  p a r t i s  

L a i t e  de nu t r i t i ves  e t  thermiques (Seme pa r t i e )  de l a  f ruc t i f ica t ion  par" 

ce Pyrénomycète . 

- L a  troisième pa r t i e  e s t  donc consacrée 3 l 'é tude qual i ta t ive e t  quanticc 

t i ve  des exigences lumineuses de l a  morphogenèse péritheciale.  A l a  s u i t e ,  

des r é s u l t a t s  acquis et,confomément aux hypothèses généralement Bmises si 

ce s u j e t ,  nous avons recherché l a  présence de substances mycéliennes 



6ventuellement photoréceptrices sinon photosensibles. 

Dans ce cas, il apparait que seuls les mycéliums irradiés ' 

forment spécifiquement un compsé appelé "P310" ou mycosporine, l'acti- 

vité et la signification biologique de cette substance, les conséquences 

métaboliques au plan enzymatique et stérolique de l'incorporation de 

"P310" au substrat nutritif sont les principaux sujets d'expérimentation 

qui composent la quatrième partie. 

Au cours de ce mémoire, nous avons souvent confronté les 

résultats obtenus chez le Nectria gazLigona avec ceux qui, intéressant 

le Nectria ditissima, sont explicités par ailleurs (DMORTER et PERRIN, 

1983a ,b) . L 'éventualité que ces deux espèces de Nectria, agents de 

chancres arboricoles, puissent sexualiser dans des conditions lumineuses 

très différentes comme le laissaient supposer des expériences préliminaires 

a motivé cette étude. En fait, les caractéristiques très similaires de 

la photoinduction sexuée de ces deux champignons n'ont pas permis les 

comparaisons escomptées, ni justifié, ici, une relationplus dévelop2ée 

de ces travaux. 





M A T E R I E L  E T  M E T H O D E S  





TECHNIQUES CULTURALES 

1 .- LES SOUCHES DU N. GBLIGENA BRES. 

1.- OBTENTION 

Les souches proviennent d'isolements d'asques en t i e r s  ou d ' as -  

cospores obtenus de péri thèces prélevés à p a r t i r  de p l a i e s  chancreuses 

sur pommiers (Malus commwtis Poiret) loca l i sés  dans l'Aveyron e t  l e  Pas- 

de-Calais. Nos expériences i n i t i a l e s  (DEHORTER, 1972) concernent un iso-  

l a t  homothallique provenant du premier s i t e  géographique c i t é .  Par l a  

s u i t e ,  l a  per te  des po t en t i a l i t é s  reproductrices de c e t t e  souche, dénom- 

mée dans nos expériences u l té r ieures  "souche Ab", nous a con- 

t r a i n t s à  de nouveaux prélèvements (Pas-de-Calais). Toute notre étude e s t  

basée sur l e  développement, à caractère  hétérothal l ique,  de ces dern ie rs  

dont l e s  cu l tu res  monoascales présentent,  i n  V&O, comme nous l 'avons 

rigoureusement contrôlé ,  un comportement morphogénétique t r è s  comparable 

à c e l u i  primitivement déc r i t .  

Les isolements d'asques sont toujours r éa l i s é s  dans des cham- 

bres  à hu i l e  l'aided'unmicromanipulateur de De Fonbrune, ceux des asco- 

spores sont  pratiqués selon c e t t e  même technique (LACOSTE, 1965) ou selon 

l a  méthode des d i lu t ions .  

2 ..- CONSERVATION 

La conservation des souches e s t  assurée par l a  cul ture  de 

ce l les -c i  dans un environnement externe favorable à l a  sexualisation : 

température constante de 18 OC, éclairement (750 bwcm2 1 journalier  de 

1 2  heures de lumière blanche e t  subs t ra t s  so l ides  divers : fragments 

de racine de caro t te  ou de branche de pomrnier,milieux naturels(eau d'a- 

voine 40g/l) ou synthétique (M23). 



3 .  - ENSEMENCELYENTS 

Les souches, servant aux inoculat ions ,  i s sues  des cu l tu r e s  

f e r t i l e s  p réc i tées ,  sont  repiquées tous l e s  10 jours, successivement s u r  
1 

fragment de racine de caro t te  e t  milieux l i qu ides  : eau de pomme de t e r r e l  

(40g/l) e t  synthétique (M23 ) . Durant ces 30 jours ,  une température de 180d 

e t  l ' obscur i té  sont constantes. 

Dans tous l e s  ca s ,  l e s  inoculums sont formés de p e t i t s  f rag-  

ments prglevés de mycéliums maintenus donc 10 jours à l ' obscu r i t é ,  su r  

milieu synthétique l iquide (M231, ceux considérés comme références. pour 

toute notre  expérimentation sont d 'or igine monoascale. 

I I . -  LES M I L I E U X  CULTURAUX 

Poilr obtenir  l a  sexual isa t ion du N. galligzna, h v&a, 

nous avons essayé des milieux culturaux t r è s  va r i é s  dont l e s  ca rac té r i s -  

t iques e s sen t i e l l e s  sont déc r i t e s  par a i l l e u r s  ( tableau4 page 53 ) . Nous 

dé ta i l lons  ci-après l e s  subs t ra t s  l e s  plus  u s i t é s  l o r s  de notre étude. 

MILIEU HÔTE 

I l  e s t  composé de fragments de branche ilongileur IOcm, 

diamètre Icm) de pommier (Malus c o m n i s  Poiret) i n t rodu i t s  s o i t  : 

- dans un erlenmeyer de. 300ml contenant 50 nl d'eau d i s t i l l é e  où i l s  

sont disposés quasi  verticalement 

- dans des tubes Pyrex (25 x 200 mm) renfermant de l ' eau  d i s t i l l é e  gelosée 

2 .  - MILIEUX NATURELS 

a )  Fragments de racine de ca ro t t e  ............................. 

Des tranches de racine de ca ro t t e ,  découpées à l 'emporte- 

pièce, sont  placées dans des tubes de Roux (20 x 200 mm) contenant 10 m l  

d'eau d i s t i l l é e  



b)  Milieu eau de pomme de t e r r e  ........................... 

Des tubercules de pomme de t e r r e  (va r i é t é  B i n t j e ) ,  soi-  

gneusement épluchés puis  pesés (50 g ) ,  sont  broyés & l ' u l t r a - tu r r ax  e t  

mis en suspension dans 1 l i t r e  d'eau d i s t i l l é e ,  Apr6s ébu l l i t i on  durant 

15 minutes l e  milieu r e f r o i d i  e s t  f i l t r é  (verre  f r i t t é ,  porositf  1 ) .  Le f i l -  

t r a t  e s t  ramené au volume i n i t i a l  e t  a jus té  à pH 5 , s .  

C )  Mélange de fa r ine  d'avoine (20 g / l )  e t  de b lé  (20 9/11 ...................................................... 

Un mélange,à pa r t s  égaleslCle fa r ine  d'avoine (20 g / l )  e t  

de b l é  (20 9/11 e s t  m i s  en suspension dans 1 l i t r e  d'eau d i s t i l l é e .  Apres 

ag i t a t i on  15 minutes, ce milieu e s t  p lacé,  durant 15 heures,  dans une étuve 

a 65'C. La décoction e s t  a lo r s  centrifugée pu i s  l e  surnageant, f i l t r é  

(verre f r i t t é  porosi té  l ) ,  ramené au volume i n i t i a l ,  e s t  a jus té  à pH 5 , 5 .  

C e  milieu e s t  employ4 sous forme gélosée (15 g de gélose par l i t r e ) .  

3 .  - MILIEU SYNTHETIQUE "M23 " 

Ce subs t r a t  synthétique "1423" s e r t  de milieu de référence à 

toute  notre étude. Sa composition pour 1000 m l  d'eau d i s t i l l é e  e s t  l a  

suivante : 



Thiamine (bichlorure) : 0,2 mg 

Pyridoxine (hydrochloruie ) : 0,2 mg 

Biotine (D+) : 0,Ol ,mg 
. . .  . . . ., 

-'dowrceb ' a ia té&4 

acide L glutamique : 352 mg 1 
1 

L - alanine : 212 mg ) 100 mg d 'azote  par l i t r e  
1 

L - asparagine H O : 162 mg 1 
2 

- ' h o u c e  cahbanCe 

maltose (D+) : 4800 mg 1 2 g de carbone p a r  lit 

Ce milieu dont l e  pH e s t  a jus té  a 5 , 5 par  addit ion de 
soude ( N a  OH, N )  , e s t  employé l iqu ide  ou gélosé (15 g de gélose/ l )  

4.- STERILISATION 

Les d ivers  milieux sont  r é p a r t i s ,  sous forme g610séef 

a râ i son  Ge 20 ml/tube, Pyrex (25 x 200 mm) e t  de 10 ml/tube en quar tz  

(18 x 180 nm) a l o r s  que, l iqu ides ,  i l s  sont dispensés a ra ison de 

16 ml/tube Pyrex (25 x 200mm) e t  de 100 ml/boite de Roux de 1 l i t r e  où 

l e s  d ive r s  réc ip ien ts  sont bouchés au coton hydrophile. Après l eu r  

r é p a r t i t i o n ,  l e s  subs t ra t s  sont s t é r i l i s é s  par  passage dans l 'auto-  

clave durant  20 minutes sous une pression de 0,5 atmosphère. La f i l -  

t r a t i o n  sur  membrone Millipore (porosité 0,4 b.) assure 12 s t é r i l i -  

sa t ion  des  substances thermolabiles. Apr&s l eu r  autoclavage, l e s  tu-  

bes de subs t r a t  gélosé sont r e f ro id i s  en posi t ion incl inée a f in  de 
. . 

présenter  une plage de cul ture  avoisinant 35 cmZ . 

I I I . -  CONDITIONS THERMIQUES ET LUMINEUSES DE CCLTURE 

1.- TEMPERATURE 

L'incubation des cu l tu res  s le f?ec tue  dans des enceintes 

c l imat isées  e t  thermorégulées à 2 0,s OC. 
1 



2.- LUMIERE 

D'une façon générale e t  pour des ra i sons  matér ie l les ,  nous 

entendons par  l e  terme "cultnres éc l a i r ée s  12H L/12H 0" que l e  champi- 

gnon s e  développe sous un éclairement moyen égal 2i 750 fiwcrn-' q u i  e s t  

dispensé sous un régime photopériodique journalier  de 12 heures de lu- 

miere blanche a l ternant  avec 12 heures d 'obscurité.  La lumière blanche 

e s t  a i n s i  fournie par des tubes f luorescents (Sylvania-Lifeline Daylight 

F 40 T 12 D e t  F 20 T 12 D ) .  Ces tubes sont  u t i l i s 6 s  selon l e s  normes 

dé f in i e s  par l e  fabr icant  e t  l ' énerg ie  lumineuse fournie  e s t  régulière- 

ment contrblée. Des compteurs horaires nous assurent de ladurée des 

photopériode S. 

b)  Influence de l a  qua l i t é  de l a  lumière ------------------------------------ 

Afin de préc i se r  l ' in f luence  biologique que l a  lumière I 
l 

exerce de par sa  qua l i t é ,  t r o i s  systèmes lumineux on t  é t é  successive- i 
ment employgs qui  assurent progressivement une meilleure déf in i t ion  du l 

spectre  lumineux. 

Des lumières colorées sont émises par des tubes f luorescents  : 

- Mazdafluor TFW 20 - lumière noire de Wood-pour l e s  rad ia t ions  proches l 

u l t r a v i o l e t t e s  : 300 nm < X < 400 nm, Xmax : 360 nm . 
- Sylvania F 20 T 12, "blue, green red" pour respectivement l e s  zones : 

bleue,  400 nm < A <  600 nm, hmax : 530 nm ; ve r t e ,  490 nm < A <  600 nm, - - 
X max : 530 nm ; rouge, 600 nm < A <  750 nm,Xmax : 660 nm. 

Par l'emploicombiné de lampes à a r c  au xénon e t  chlorure de 

césium haute pression (Philips-CS x 450 W )  e t  de f i l t r e s  i n t e r f é r e n t i e l s  

(MTO-Intervex A ,  DA e t  Ml, il nous a é t é  possible de déf in i r  l e s  16 in- 

t e r v a l l e s  spectraux qui f iguren t  dans l e  tableau 15 page 131. 



Ce systgme lumineux e s t  basé sur  l 'emploi d'une lampe 

a arc au xénon haute press ion (Osram-X B0,900 W) e t  d'un monochroma- 

t e u r  (Schoeffel-GM 250). Le réglage de l a  fen te  d'ouuerture de ce 

dernier  permet d 'obtenir  une bande spec t ra le  passante de 5 nm. De 

c e t t e  façon, nous avons pu é tud ie r ,  par  i n t e r v a l l e  de 10 nm, l ' i n -  

f luence de tou tes  l e s  longueurs d'onde du spectre  de 260 nm à 560 nm. 

C )  Mesure des éclairements (M~cm-' 1 ............................... 

Pour évaluer l e  f l ux  énergétique des éclairements au 

niveau des cu l tu r e s ,  nous.-avons disposé d'une thermopile modèle sola- 

rimétrique (Kipp-Zonen). Pour l e s  f a i b l e s  éclairements,  nous avons 

u t i l i s é  un luxmètre e t  un photomètre (Alphametrics L t D ,  modele nOIOIO) 

préalablement étalonnés par  confroktation avec l a  thermopile. 

Toutes l e s  mesures effectuées à l ' a i d e  de c e s  t r o i s  

instruments on t  é t é  exprimées en microwatts par centimètre ca r ré  

Cultures a 1 'obscur i té  continue ............................... 

Dans ce ca s ,  l e s  f lacons de cu l tu r e  sont recouverts de 

papier noir  e t  incubés dans des enceintes obscures. Les manipulations 

ou observations nécessaires sont a l o r s  r éa l i s ée s  sous un écla i rage 

f a i b l e  de couleur rouge ( A  > 600 nm) qu i  e s t  sans e f f e t  su r  l e s  réac- 

t i ons  sexuées du champignon comme nqus l e  verrons ultérieurement. 

IV.-  MESURE DE L A  CROISSANCE 

Uniquement appréciée en milieu l iqu ide ,  l a  croissance e s t  

déf in ie  par l a  valeur inoyenne des poids de matière sèche obtenus pour 

chaque jour de mesure, à p a r t i r  de t r o i s  a cinq bo î t e s  de Roux. Ainsi ,  

pour chaque r éc ip i en t ,  l e  mycélium est r e c u e i l l i  sur  papier f i l t r e  sans ' 

cendre par f i l t r a t i o n  sous vide (verre  f r i t t é  porosi té  1) e t  lavé abondam 

ment à l ' e au  d i s t i l l é e ,  il e s t  finalement pesé après  dess icat ion à 1'6- 

tuve 21 105°C jusqu'a poids constant. 



Lorsque l e  mycélium e s t  dest iné  2t des analyses biochimiques, 

son poids e s t  déterminé pa r  pesée après congélation e t  lyophi l isa t ion.  

Dans l e s  deux ca s ,  tou te  réhydratation du matér ie l  végétal  e s t  soigneu- 

sement évi tée .  

- 
Les r é s u l t a t s  pond&raux,quoique t r è s  s imi l a i r e s ,  i s s u s  de ce s  

deux méthodes n 'ont  cependant pas é t é  confondus.. 

V.- ETUDE DE LA REPRODUCTION SENUEE 

L'observation du déroulement in v h 0  de l a  reproduction sexuée 

du N. gaZZ<gena se  fonde s u  deux types de c r i t è r e : .  

Ils prennent en considération l a  chronologie des p r inc ipa les  l 

étapes  morphogénétiques comme en témoignent l ' é tude  ontogenique des l 

ascocarpes : date  et: apporit ion des premières ébauches, formation des 

pér i thèces  adul tes  puis des asques, émission des ascospores. 

Ils se  basent sur  des éléments d e s c r i p t i f s  (dimensions, cou- 

l e u r  ...) des f ruc t i f i c a t i ons  qui  assurent  de l e u  pa r f a i t e  ressemblance 

avec c e l l e s  observées dans l a  nature. 

Ils fon t  référence à l a  production pér i thèc ia le  qu i  e s t  déter-  

minée, en f i n  de cu l tu re ,  souvent au 30è jour, en fonction du nombre 

de pér i thèces  comptés e t  de leur f e r t i l i t é  constatée.  Dans l e u r  ensem- 

b l e ,  nos r é s u l t a t s  ne rendent compte que de ce s eu l  c r i t è r e .  I 

. Le comptage des pér i thèces ,  au niveau des cu l tu res  r éa l i s ée s  

en tube,  e s t  effectué de manière p réc i se  sous l a  loupe binoculai re .  Lors- 

que l e  champignon se  développe en bo i t e  de Roux, l ' importance de L a  re- 

production sexuée e s t  évaluée approximativement au moyen d'un indice 

pé r i t hèc i a l  qu i  e s t  fonction d'un comptage e f fec tué  au niveau d 'un sec- 

t e u r  de l a  cu l tu re .  



. L a  f e r t i l i t é  des pér i thèces  e s t  é t a b l i e ,  s o i t  par  examen , 

microscopique après  d i ssec t ion  des ascocarpes, s o i t  par  consta ta t ion 

a l a  loupe binoculai re ,  de l a  presence d'ascospores agglomérées en 

une masse jaunâtre a l ' o s t i o l e  p é r i t h é c h l .  

Chaque étude répétée plusieurs  f o i s  comporte deux l o t s ,  l ' u n  

s u j e t  e t  l ' a u t r e  témoin, composé chacun d'un minimum de 5 tubes ou de 

3 bof t e s  de Roux. 

La s é r i e  cu l tu ra le  témoin r é s u l t e ,  invariablement, du dévelop- 

pement d'un inoculum d 'o r ig ine  monoascale, SU milieu synthétique M 2 3  , 
l iqu ide  ou gé losé ,  a l a  température constante de 18OC e t  sous un éc la i -  

rement (750 IJ. ~cm-*)  journal ier  de 12 heures de lumi8re blanche 

(12H L/12H 0 ) .  

Les valeurs  de l a  production pér i th4c ia le  (ou nomhre de pdri-  

theces) apparaissant dans l e s  tableaux ou f igures ,  expriment l e  rapport ,  

mul t ip l ié  par 100, en t re  l e s  nombres moyens d'ascocarpes f e r t i l e s  comp- 

t é s  p a r  tube dans l e s  deux cas ,  respectivement pour l e  l o t  t r a i t é  e t  l e  

l o t  témoin s o i t  : 

PRODUCTION - - Nbre de pér i theces  f e r t i l e s / t ube  du l o t  s u j e t  100 
PERITHECIALE Nbre de pér i thèces  f e r t i l e s / t ube  du l o t  témoin 

. En outre ,  sont  souvent indiquées l e s  var ia t ions  mininiale 

(min.) e t  maximale (max.) de ce t t e  valeur qu i ,  par son mode de ca l cu l ,  

assure  une ce r t a ine  homogénéité a l'ensemble de nos r é s u l t a t s .  

. Lorsque l e  champignon e s t  cu l t i vé  en bo î t e  de Roux, l e  

nombre de pér i thèces  f e r t i l e s / b o l t e  e s t  apprécié par  un ind ice  pér i -  

t h é c i a l  de type O ,  +, ++, +++, où chaque croix (+) correspond à envi- 

ron 1000 ascocarpes . 



TECHNIQUES CYTOLOGIQUES 

Certains caractères cytologiques et anatomiques relatifs 

aux mycélium et structures morphogénétiques du N. gazligena sont 

établis, à la suite de prélèvements régulièrement effectués dans 

les cultures fongiques, par des observations microscopiques. 

1.- OBSERVATIONS I N  TOT0 

Les primordiums périthéciaux et les jeunes ébauches des 

ascocarpes ont été étudiés après simple écrasement et coloration 

par le bleu-coton C B. L'étude des asqi;es a été faite après montage 
4 

dans divers colorants spécifiques, tels que le réactif ioao-ioduré, 

le bleu C4B, le rouge Congo et 1 'encre Waterman. 

II.- COUPES AU MICROTOME 

L'étude des stades ultérieurs aux ébauches périthéciales 

nécessite des coupes sdriées (51 d'épaisseur) au microtome, obtenues 

selon les méthodes classiques : fixation au mélange de Westbrook et 

coloration 21 1 'hématoxyline f errique-éosine . 



TECHNIQUES D'ANALYSE 

1.- SPECTRES D'ABSORPTION DU N. GULIGENA 

1.- SPECTRES D'ABSORPTION IN VIVO 

Ils sont établis a l'aide d'un spectrophotomètre (Safas, , 

Spectralux 1800) qui a été modifié pour permettre l'étude de l'ab- 

sorption du matériel biologique de forte densité optique. Dans ce 

cas, le mycélium prélevé est déposé sur un support de papier Joseph 

Fmbibé d'eau, l'ensemble est placé sur l'une des faces d'une cuve 

du spectrophotom&tre, la cuve étant très rapprochée du photomulti- 

plicateur de .l' appareil. L'enregistrement des spectres d'absorption 

des thalles & vxvo'a été réalisé de 330 nm à 570 nm. 

2.- SPECTRES D'ABSORPTION D'EXTRAITS ACELLULAIRES 

D'une manière générale, les mycéliums récupérés par fil- 

tration sous vide sur verre fritté (porosité 1) sont soumis à diver- 

ses extractions-broyages (ultra-turrax) et: centrifugations (SORVALL 

RC-55110 minutes, 20 000 g, SOC). Finalement, les surnageants aqueux 

ou éthéro-pétroliques . constituent les extraits dont on mesure 

1 'absorption a 1 ' aide d'un spectrophotomètre (Philips-Unicam SP 
800 B ou Beckman DU-8B) . 

I I . -  DOSAGE DES FLAVINES TOTALES 

Le ccntenu en flavines totales (Riboflavine, Fm, FAD) 

des thalies du N. gazligena est déterminé de la façon suivante 

où toutes les opérations sont conduites à l'abri de la lumière 

ou sous un faible éclairage rouge. 

1.- EXTRACTION .AOUEUSE 

Les mycéliums recueillis aprgs filtration sont broyés 

a l'ultra-turrax (2 minutes),mis en suspension durant 10 minutes 
dans l'eau distillée a 80°C et centrifugés (SORVALL RC-55, 20000 g 

10 minutes 5OC). Puis trois extractions successives à l'eau (80°C, 

5 minutes) et centrifugations sont encore pratiquées sur les culots 
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mycéliens. Finalement , tous l e s  surnageants , réunis,  dé l ip idés  par  

ex t rac t ion  chloroformique e t  a ju s t é s  au volume dés i ré ,  const i tuent  

chacun des échanti l lons.  

2.- DOSAGE 

Selon une méthode adaptée de YAGI (1962), ces  dosages s e  

fondent sur l a  phototransformation, spécifique e t  quant i t a t ive ,  en 

milieu basique des pr incipales  f lavines  (Riboflavine, FMN, FAD) en 
lumiflavine. Ce dernier composé, soluble dans l e  chloroforme, e s t  

dosée par  spectrof luorimètrie.  

A chacun des échant i l lons  ( l m l ) ,  préalablement a jus té  

a pH 7,  e s t  ajouté 1 m l  de soude (Na OH, N)  . Ces solut ions  a l ca l i -  
-2 

nes sont  i r r ad i ée s  30 minutes en lumière blanche (1000 Wcm puis  

additionnées d 'acide acétique 20% ( l m 1  . 
La lumiflavine, produite après i r r ad i a t i on ,  e s t  e x t r a i t e  

par 5ml de chloroforme. 

La fluorescence des échanti l lons e s t  mesurée à l ' a i d e  d 'un 

spectrofluorimètre d i f f é r e n t i e l  absolu FICA 55 MKII. Les longueurs 

d'onde d 'exci ta t ion e t  d'émission employées sont égales respective- 

ment a 455 nm e t  510 nm ( & A  = 7 , s  nm dans l e s  2 c a s ) .  

Des solut ions  de r ibof lavine de concentration connue, 

t r a i t é e s  de l a  même manière que l e s  e x t r a i t s  aqueux mycéliens,ser- 

vent de référence aux mesures. Celles-ci sont  rapportées en équi- 

valent  (pg) de riboflavine par  gramme de mycélium sec (ug/g). 

III.- OBTENTION D'EXTRAITS MYCELIENS ETHER DE PETROLE SOLUBLES 

Pour c e t t e  expérimentation, nous avons adopté un protocole 

t r è s  généralement su iv ipou r l ' ex t r ac t i on  des caroténol6es (FIASSON e t  

a l ,  1969). 

Dans ce sens,  l e s  t h a l l e s  r e c u e i l l i s  de cu l tu res  l iquides  

sont lyophi l isés ,  pesés puis broyés plusieurs  f o i s  dans un mélange 

acétone-méthanol (80 : 20, v/v) jusqu'à obtention de f i l t r a t s  fina- 

lement incolores.  Ceux-cilréunis pour un mëme échanti l lon,  sont 

additionnés d ' é ther  de pé t ro le  (Eb 35-60°C) . L'épiphase éthéropé- 

t rol ique, lavée l ' e a u  d i s t i l l é e ,  séchée sur  su l f a t e  de sodium . 

anhydre, concentrée à un volume d é f i n i ,  e s t  employée pour l e s  

analyses. 



IV.- EXTRACTION, DOSAGE ET PURIFICATION DE LA MYCOSPORINE I 

1. - EXTRACTION 

Nous avons pu ex t ra i r e ,  exhaustivement, l e  "P310" present  

chez l e  N. gazligena par divers procédés d'égale e f f icac i té .  

Les tha l l e s  du champignon, congelés ou lyophil isés ,  sont 

maintenus, après broyage, dans divers solvants s o i t  : 

- l 'eau d i s t i l l é e  2a 4OC ou bouillante 

- l 'é thanol  absolu 

- un mélange hydroalcoolique (eau-éthanol : 80 : 20, v/v) . 

Cette opération, renouvelée deux f o i s ,  présente une 

durée variable  de 1 heure à 12 heures suivant l e s  quantités de 

materiel végétal t r a i t é e s .  Par l a  su i t e ,  l e s  suspensions sont cen- 

t r i fugées e t  les  surnageants r ecue i l l i s  sont soumis à une évapora- 

tion complète sous vide & 400C (évaporateur ro t a t i f  Buchii) peLis réhy- 

dratés à un fa ib le  volume. 

Ces solutions sont soumises plusieurs extractions succes- 

sivement acétoniques e t  chloroformiques suivies  de centrifugations.  

Le dernier surnageant minimal d'eau d i s t i l l é e  a sH 5 ,  e s t  

purifié ou dosé. 

2.- DOSAGE 

Les dosages du P310 ont dté effectués selon deux méthodes 

différentes  qui conduisent à des r é su l t a t s  t r è s  comparables. 

- dans l e  premier cas ,  l a  mesure spectrophotométrique de l'absorbante 

à 310 nm des e x t r a i t s ,  préalablement f i l t r é s  sur membrane Millipore 

(porosi té  0,45u) , permet de calculer ,  en u t i l i s a n t  un E " 1 crn égal  à 

1020 (ARPIN e t  a l ,  1977), l a  quantité de P310. 

- dans l e  second cas ,  l a  teneur en mycoçporine 1 de ces e x t r a i t s  f i l t r é :  

e s t  déterminée par chromatographie l iquide haute performance (CLHP) 

à L'aide d l m  appareil  Waters 6000 A. Celui-ci e s t  équipé : 



- s o i t  d'une colonne 3 phase réversGe microbondap& Cl8 (Waters Asso- 

c i a t e s ,  USA) de dimensions (30 x 0,4 cm) é luée,  à 20°C, par  un solvant 

hydrométhanolique (%O-méthanol : 95 : 5, V/V) sous un déb i t  de lml/min. 

(pompe 6000A Waters). 

- s o i t  d'une colonne NH, (30 x 0,4 cm)  é luée,  à 20°C, par  un solvant 

eau-acide acétique (H, O-CH, COOH : 99,9-0,1, V/K) sous un déb i t  de 

2 ml/min. 

3 . - PURIFICATION 

L ' ex t r a i t  aqueux (pH : 5) e s t  p u r i f i é  par  passages success i f s  

sur des colonnes (hauteur 200 mm, diamètre 20 mm) de rés ines  échangeuses 

d ' ions  de type Dowex (200-400 mesh) respectivement : 

anionique : Dowex 1 x 8 ,  forme cl- 
+ 

cationique : Dowex 50W,forme H - 
anionique : Dowex 1 x 8, forme HCO, 

Après chaque chromatographie, sont  effectuées des mesures 

spectrophotométriques de l 'absorpt ion de t ou t e s  l e s  f rac t ions  éluées 

(volume de 5 m l  ou de 10 m l ,  co l lec teur  de f r ac t i ons  LKB). Ces derniè- 

r e s ,  qu i  présentent une absorption maximale à 310 nm, sont  réunies puis  

concentrées à un f a ib l e  volume. 

Ce protocole expérimental s ' i n s p i r e  de ceux su iv i s  par 

LEACH (1965) , ARPIN e t  a l  (1977) . 

RECHERCHE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES IN VITRO 

1.- PREPARATION DE L'EXTRAIT ACELLULAIRE 

Les t h a l l e s ,  récupérés par f i l t r a t i o n  de cu l tu res  en mil ieu 

synthétique l iqu ide ,  sont abondamment r incés  a l ' e a u  d i s t i l l é s  f ro ide  

(4"C) pu is  centrifugés (à 6000 g, 10 minutes, 4"C/centrifugeuse SORVALL 

RC-55, ro to r  SS 35) en présence d 'un tampon TRIS-HCL (0,1M, pH 7 ,4 ) .  L e  

cu lo t  mycélien e s t  a l o r s  t rans fé ré  dans un mil ieu,  à 4OC, composé de 

tampon TRIS-HCL (0,2M, pH 7,4) additionné d 'ETDA ( ImM) , de MgCl, (5m.M) 



e t  de cys té ine  (2mM).  L'ensemble mycélium-tampon (rapport lg/4ml), tou- 

jours maintenu 3 une température proche de 4OC, e s t  broyé durant 90 se- 
-. 

condes l ' a i d e  d'un ultra-turraxdont l e  plongeur a préalablement sé- - I 

journé au congélateur. 

Après Une centr i fugat ion (5000 g ,  20 minutes, 4OC) du broyat ' 

qui permet l ' é l imina t ion  des débr i s  c e l l u l a i r e s ,  l e  surnageant obtenu, 
1 

toujours conservé dans l a  glace fondante, const i tue  l ' e x t r a i t  enzymati- 

que immédiatement u t i l i s é  pour l e s  dosages. 

REMARQUE : En ra i son  de l a  mu l t i p l i c i t é  de nos e s sa i s ,  il nous a semblé , 
d i f f i c i l e  de poursuivre l a  pu r i f i ca t i on  des e x t r a i t s  a ~ e l l u l a ~ e s  totaux , 
comme nous 1 'aurions souhaité e t  t e l l e  qu ' e l l e  s 'avbre indispensable 

pour p réc i s e r  ce r t a in s  r é s u l t a t s  obtenus. Aussi l e s  valeurs des a c t i v i t é s  

enzymatiques que nous avons nesurees ne sont-e l les  que r e l a t i ve s ,  toute- 

fo i s  e l l e s  nous apparaissent comme un moyen t r è s  in téressant  de comparer, 

toute condit ion identique par a i l l e u r s ,  des e x t r a i t s  a ce l l u i a i r e s  d 'o r i -  

gine d i f f é r en t e .  

2.-  TECHNIQUE DES DOSAGES ENZYMATIQUES IN VITRO 

Afin d ' en  augmenter 1 'eff  i c ac i t g  chez l e  .V. gazligena, l e s  

modes opéra to i res  conportant des variantes par  rapport aux protocoles 

i n i t i a u x  des auteurs  c i t é s .  

Toutes l e s  a c t i v i t é s  enzymatiques ont  é t é  déterminées à la 

température de 30°C à l ' a i d e  d'un spectrophotomètre UNICAM SP 800 B 

ou Beckman DU-8 B. E l les  sont exprimées en nanomoles de substra ts  t rans-  

formés par  milligramme de proté ines  durant une ninute (nm/mg/min- ) . 

a )  T~owXmte Ly'tbc ( E C  4.1 .3 .1 .  -HOCHEERG et SARGENT. 197 

0,4 m l  tampon TRIS-HCL 0,ZM pH 6 , 5  
0 , l  m l  MqC1, 0,lM 
O ,  1 m l  cysté ine 0,lM 
0 , l  m l  phénylhydrazine 0,lM 
O, 1 m l  i s o c i t r a t e  0,2M 
0 , l  a 0,2 m l  d ' e x t r a i t  

E 1.7.10 
4 

QSP 1 m l  
D.O. 324 nm 

Blanc : remplacer 0,lml i s o c i t r a t e  par 0,lml d'eau d i s t i  



Ce dosage est basé (DIXON et KORNBERG, 1959) sur l'augmenta- 

tion de D.O. à 324 nm dùe à la formation d'acide glyoxylique-phenylhydra- 

zone à partir du glyoxylate issu de la transformation de l'isocitrate. 

b) 140-e d e s h y d w g i n a a e  NAVP* d i p e n d a n t e  ( E C  1 . 1 . 1 . 4 2  - 
NG & VAUES, 7 9 7 3 )  

0,4ml tamponTRIS-HU 0,2M pH6,S 
0,05 ml Mg Cl, 0,lM 
0,05 ml KCN 0,lM 
0,2ml NADP0,OlM 
0,1 ml isocitrate 0,2M 
0,1 0,2 ml d'extrait C 6,22.103 
QSP 1 ml D.O. = 340  LU 

Blanc : remplacer l'isocitrate par O,lmldleau distillée. 

+ 
La réduction du NADP en NADPH en présence d'isocitrate est 

suivie par 1 'augmentation de la D. O.. 340 m. 

C) S u c c U z c t t e  d e s h y c l t a g t n a b e  ( E C  1 . 3 . 9 . 9 1  - TUKUNAGA & d, 7 9 6 9 )  

0,4 ml tampon TRIS-HCL 0,2M pH 7 , 4  
0,05 ml 2-6 dichlorophénol indophénol 0,00 1M 
0,l ml phénazine méthosulfate 0,005M 
0,l ml succinate de sodium O,2M 
0,l à 0,3 ml d'extrait C 1,61 x 10" 
QSP lm1 D.O. = 600 nm 

Blanc : remplacer 0,l ml de succinate par 0,1 ml d'eau distillée 

La diminution de ,la D.O. 2 600 nm témoigne de la décoloration 

du dichlorophénol-indophénol couplée à la réduction du succinate en pré- 

sence de phénazine méthosulfate. 

d) f w n a h a e  (EC 4 . 2 . 7 . 2 .  - TUKUNAGA et d, 1 9 6 9 )  

0,s ml tampon TRIS-HU O, 2M pïi 7,4 
0,2 ml malate de sodium 0,lM 
0,1 3 0,3 ml d'extrait E 2,44 x IO3 
QSP 1 ml D.O. = 240 nm 

Blanc : remplacer 0,l ml de malate par 0,lmld'eau distillée 

La formation du fumarate à partir du malate est suivie par une 

augmentation de la D.O. à 240 m. 



3 . -  DOSAGE DES PROTEINES 

Les prote ines  des e x t r a i t s  a c e l l u l a i r e s  sont  dosées se lon la  

méthode de  LOWRY e t  a l  (1951) . l 

a )  Réact i fs  l 

1- Rdactif A : so lu t ion  de Fo l i n  e t  Ciocalteu (Merk ) 

d i luée  de moit ié dans l ' e a u  d i s t i l l é e  

2- Réactif B : il e s t  composé de : 

- Cu SOI+ a 1% dans l ' e au  : 1  m l  
- t a r t r a t e  de sodium e t  potassium à 2% dans l ' e a u  : 1  m l  
- Na,CO, à 2% dans N a  OH (0,lN) qsp 1000 m l  

b)  Protocole expérimental ,-,------------------- 

- 1 m l  de so lu t ion  à doser 

- 3  m l  du r éac t i f  S 

- a t t endre  10 minutes 

- a jou t e r  0,3 m l  du r éac t i f  A 

- a t t e n k e  30 minutes 

- l e c tu r e  des d.0. à X : 500 nm 

Les dosages sont  rapportés .3 ceux e f f e c t u i s  à p a r t i r  d 'une 

gamme é t a l o n  de serum albumine bovine de O à 80 pg/ml. 

VI.- EXTRACTION ET IDENTIFICATION DES STEROLS 

Les l i p i d e s  du matér ie l  fongique lyophi l i sé  sont  e x t r a i t s  

au Soxhlet  sous atmosphère d ' a zo t e ,  à l ' a i d e  d'acétone e t  du mélange 

chloroforme-méthanol ( C H C ~  3 - MeOH, 2 : 1 ,  v/v) . Après évaporation l e s  

s t é r o l s  l i b r e s  son t  p réc ip i t és  par  l a  d ig i ton ine ,  l e  complexe a i n s i  

formé e s t  coupé par l a  pyridine e t  l e s  s t é r o l s  l i bé r é s  sont  r e c u e i l l i s  

e t  pesés .  



~a purification des stérols s'effectue sur silice G (épaisseur : 

2 mm) en utilisant le mélange solvant benzhne-acetate d'éthyle 

: (C H -Et-oAc, 5 : 1, v/v). Ils sont-ensuite fractionnés par chromato- 
6 6 

graphie sur couche mince d'alumine (Al O 1 imprégnée de nitrate d'ar- 
2 3 

gent et enploi du mélange solvant chloroforme-éther de pétrole-acétone 

(6 : 3 : 1, V/U) . Les stérols peuvent être ainsi séparés, en fonction 
de leur degré d'insaturation, en 4 zones principales correspondant 

notamment à l'ergostérol (Rf : 0,08), au lichestérol (Rf : 0,20), aux 

stérols en ASt (Rf : 0,50) et à ceux en A7 (Rf : 0,65). 

Chaque groupe de stérols est ensuite analysé par Spectro- 

métrie de masse à l'aide d'un spectromètre de masse à géométrie in- 

versée de type Varian Mat 311 A, les consitituants étant caractérisés 

par leurs spectres MIKE (mass analyzed ion Kinetic energy spectre). 

Cette technique qui permet l'analyse des mélanges complexes de 

composés organiques évite la séparation physique par chromato- 

graphie en phase vapeur nécessitant la préparation de dérivés 

silylés. En résumé, la méthode consiste à comparer le spectre 

MIKE de l'ion moléculaire à identifier à ceux de substances de 

référence. Lorsque ces dernières ne sont pas accessibles, il 

est possible de dégager les principales caractéristiques struc- 

turales des produits A analyser en se basant sur les fragmenta- 

tions observées dans les spectres d'énergie cinétique. En effet, 

ces fragmentations sont, dans la plupart des cas, comparables 

à celles décrites dans la littérature, en spectrométrie de masse 

conventionnelle. Ces diverses techniques ont permis 1 ' isolement 
et l'identification des stérols du N. gazzigena. . 





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

L E  NECTRIA  G A L L I G E N A  BRES,  

Du champignon ascomycète Nectria ga l l igena ,  ma té r i e l  

biologique e t  fondement de not re  t r a v a i l ,  nous évoquerons successivement : 

- l a  b io log ie  n a t u r e l l e ,  

- l e s  condi t ions  c u l t u r a l e s  primaires du développement i n  v i t r o ,  

- 1 'ontogenèse, 

- l a  p o s i t i o n  systématique, 

- l e  problème d. 'hétérothal l isme.  



1 ,  - BIOLOGIE  NATURELLE 

1.- AGENT PHYTOPARASITAIRE ...................... 
Classiquement, l e s  q u a l i f i c a t i f s  "chancre commun du pommier ou chancre 

européen du pommier" rappellent  l a  v i e  phytoparasitaire du N. gaztigena s o i t  : 

- son fréquent développement sur  l e s  rameaux du pommier (Malus eomrnunCn Poiret) 

oh il engendre, a terme, une corrosion profonde des t i s s u s  sous forme de 

chancres fusiformes aux r ides  concentriques t res  carac té r i s t iques ,  

- l e  caractère endémique de c e t t e  maladie. 

Pourtant, c e t  ascomycète s e  révèle t r è s  polyphage où FLACK e t  SWINBURNE 

(1977) font  référence A de nombreuses publications qu i  s ignalent  l e  N. gazligena 

sur plus de 60 espèces d 'arbres ou arbustes,  répar t ies ,  non seulement en Europe, 

mais également, en Amérique du Nord. Ainsi, l a  maladie du chancre du pommier 

peut également a f fec te r  l e s  vergers nord-américains (ZELLER, 1926 ; WILSON, 

1966 ; Mc CARTNEY, 1967). 

2.- LA MALADIE DU CHANCRE COMMUN DU POMMIER ....................................... 
El le  a é t é  précisément déc r i t e  (VIENNOT-BOURGIN, 196 7 ; GEOFFRIOX, 1980. . . 

notamment : 

- l e s  divers  symptômes : nécroses des rameaux, dessèchement des f l e u r s ,  

tâches e t  pourr i ture  des f r u i t s ,  

- l e s  voies e t  facteurs  de contamination : c i ca t r i ce s  f o l i a i r e s ,  débourrement 

des bourgeons, s e n s i b i l i t é  va r i é t a l e  de 1 'hôte,  temps pluvieux, 

- l e s  méthodes de l u t t e  prophylactique (fumure, t a i l l e ,  drainage) e t  chimique 

(produits cupriques) . 

3 . - ASPECTS MORPHOLOGIQUES DU PARASITE ................................. 
La progression du champignon dans l e s  t i s sus  de l ' h ô t e  

sous fonne de filaments mycéliens, g rê les ,  hyalins e t  cloisonnés, suggère que 

l a  nu t r i t ion  des hyphes s ' e f fec tue  aux dépens des courants de sève, des composanl 

amylifères (GOETHE, 1880) e t  pectiques (LORTIE, 1964). 

Au niveau des chancres, l ' i n f ec t i on  du pommier s e  t r a -  

du i t  par l a  di f férenciat ion de s t ructures  reproductrices : 



a)  l e s  premières asexuées sont formées de coussinets hémisphériques blanchâtres 

ou sporodochies du Cy Zindrocarpon ?nazi (AZZ.  ) W. (Deutéromychte , Melanco- 

n ia le )  qui  produisent des conidies hyalines, droi tes  ou arquées, arrondies 

2 leurs  extrémités : 

- l e s  unes unicel lulaires  ou microconidies (5-7 x 1-3~) 

- l e s  autres p lur ice l lu la i res  ou macroconidies (10-65 x 4-7fi) 

b) l e s  secondes sexuées, rouge v i f ,  sont des périthèces du Nectria gaZZigena Bres. 

(Ascomycète, Pyrénomycète), vis ibles  à l ' o e i l  nu sous forme de pe t i tes  sphères 

(diamètre : 350 pl, isolées ou groupées en amas. Elles renferment des asques 

cylindriques (75-20 x 12-15 j.~) qui  contiennent chacun 8 ascospores (15-20 x 

6-7 p) hyalines e t  bicel lulaires .  Ces dernières sont a lors ,  selon l a  plu- 

v ios i té ,  projetées hors de l'ascorcarpe ou agglutinées en une masse blanchâtre 

2 l ' o s t io l e  pér i thécial .  

4.- CYCLE BIOLOGIQUE ---------------- 
Le tableau 1 résume l e s  observations qu i ,  effectuées dans l e s  vergers, 

définissent l e s  principales étapes du développement du N. gazzigena sur pommier 

? 

1 

OBSERVATIONS H I V E R  PRINTEMPS 
J 1 

E T E AUTOMNE HIVER 

sur POMMIER Janv. Flvr. Mars Avr. M a i  Juin Juil. Août Sept. Oct. Nov. Déc. 4 Janv. 
I 

, 
1 

NECROSES - CHANCRES 1 
1 

1 
SPORODOCHIES - CONIOIES 

PERITHECES - ASCOSPORES 
1 

- VIENNOT - BOURClM ( 1 9 6 7 1 ~  - = 1 
l . - CAYLEY (19'21 1 b  I 1 

- B U L I T  ( 1 9 5 7  lb 

- D U M O N T  ( 1 9 6 8 1  
b  

7 -  Pé~,Lodu m d'obnehvaa5on d u  néch0bu ou chanchen, den apo~odockien, den  
conLcku, den  pé&iXhëc~~ ct den a6canpo&u sutr pornuien (VI ENNOT-BOURGIN, 1966 ) a  

b- L u  époque4 de ~omaa5on d u  pé&thZcen et de t a  pko jection maximale d u  acoa - 
p o k a  d a n t  ké6éhence à d u  heReuéa eddectudh p c v ~  Les a u l t m  en AngLeZent~e 
( C A Y L E Y ,  MUEISONI et en Fmnce, à V ~ & C U  (BULIT) e f :  dam l a  h é g i 0 ~  NORDI 
PAS-VE-CALAIS (DUMONT) . 



La lecture du tableau 1 nous laisse supposer que les températures l 

saisonnières les plus élevées (printemps, été) et la période de pleine vé- I 

1 

gétation du pommier stimulent la conidiogenese du champignon qui cesse Zi 

1 ' hiver. 

D'une façon différente, durant les mois d'automne et d'hiver, l'évo- 

lution du N .  gcLi%gWta, au sein des tissus nécrosés de l'arbre, se traduit, 

a la fin de l'époque hivernale, par la formation d'ascocarpes qui, à matu- 

rité, émettent des ascospores. Ces observations (VIENNOT-BOURGIN, 1967) sant 

confirmées par MUNSON (1939) et DUMONT (1968). Ce dernier auteur précise 

que, dans les vergers du Nord de la France, la projection d'ascospores, ma- 

ximale en mars et avril, diminue et cesse parallèlement à l'aupentation des 

températures pour finalement reprendre en automne. Toutefois, cette évolu- 

tion chronologique de la fructification parfaite du N. g a g m a  est in- 
firmée par CAYLEY (1921) et BULIT (1957) qui notent la présence estivale de 

péritheces fertiles. Certains facteurs climatiques notammenL des moyennes 

thermiques saisonnières (été) anormalement faibles et une hétérooéneité phy- 

siologique des chancres pourraient, selon les auteilrs, expliquer ce phénomène 

En conclusion, le parasitisme du iY. gaeeigma sur pommier nous sug- 

gère que des conditions souvent différentes stimulent la conidiogenese ou 

la fructification parfaite. Ainsi, des températures peu élevées et un nu- 

trition restreinte (dormance de l'hôtej privilégieraient la forme sexuée 

du champignon. 

I I .  DEVELOPPEMENT, I N  VITRO, DU N .  G A L L I G E N A  

Cette expérimentation préliminaire tente de définir des conditions 

culturales simples qui permettent, i n  V ~ O ,  la réalisation du cycle biolo- 

gique complet du N. ~ ~ g ~ i z a  afin d'en étudier, au plan cytologique, les 

principales phases. 



Ainsi ,  en nous basant  s u r  l a  b io log ie  n a t u r e l l e  du p a r a s i t e  e t  s u r  

i c e r t a i n s  e s s a i s  de l a b o r a t o i r e  (CAYLEY, 1921 ; LORTIE, 1964),nous avons éprouvé 

i d ive r ses  combinaisons s o i t  : 

- n u t r i t i v e s  : en v a r i a n t  l a  na tu re  e t  l a  concentra t ion  de  quelques s u b s t r a t s  
1 

l n a t u r e l s  à base d e  tuberculesde pomme de t e r r e ,  de r a c i n e s  de c a r o t t e  ou de  

f a r i n e  d ' avoine, 

- thermiques : l e s  c u l t u r e s  fongiques s o n t  incubéesa 10 OC, 14 OC, 18 OC 

ou 25 OC, 

- lumineuses : l ' éc l a i r ement  (750 M W C ~ " * )  journal ier  e s t  cons tant ,  a l t e r n é  

(12hL/12hO) ou nul .  

L ' influence de c e t  environnement cont rô lé  s u r  le  devenir ,  i n  v i t r o ,  de 

souches du N .  gazzigelza a é t é  d é t a i l l é e  (DEHORTER, 1972, LACOSTE e t  DEHORTER, 

1973). C e s  expériences i n i t i a l e s ,  d é c r i t e s  u l tér ieurement  ( t ab leau4  1 peuvent 

ê t r e  résumées par  deux d é f i n i t i o n s  des modalités d ' induc t ion  ou d ' i n h i b i t i o n  

p é r i t h é c i a l e  : 

a )  L a  première s e  rapporte aux f a c t e u r s  q u i ,  r éun i s ,  déterminent 

l a  reproduction sexuée LM V&O du N. gazZigena s o i t  : 

- un mi l ieu  n u t r i t i f  l i qu ide  ou gélose  composé d 'eau de pomme de t e r r e  (50g/l)  

- une température cons tante  é g a l e  à 18 OC 

- un éclairement quot id ien  de 12 heures de lumière blanche (12hL/l2hO) 

Placé  dans c e t  environnement favorable ,  l e  champignon ac- 

complit  un cycle  biologique complet t o u t  3 f a i t  comparable à c e l u i  observé 

dans l a  na tu re ,  exception f a i t e  de s a  durée q u i  semble é c ~ u r t é e  (30 jours)  au 

l abora to i re .  

Ains i ,  l a  f i g u r e  1 préc i se  l a  chronologie des p r i n c i p a l e s  
l 

a 

étapes  de l a  morphogenèse du N. gazligena e t  s e s  rappor ts  avec l a  croissance 
l l 
, pondérale du mycélium, c u l t i v é  s u r  s u b s t r a t  l iqu ide .  
1 

! bl La d e d è m e  déf in i t ion  e s t  c e l l e  de condi t ions  q u i ,  isolément,  

1 inhibent  l a  d i f f  é r e n c i a t i o n  sexuée s o i t  : 

- un déséqui l ibre  du mi l ieu  n u t r i t i f  par  un appor t  carboné excess i f ,  

- une température cons tante  de 25 OC, 

- une obscur i t é  con t inue l l e .  
1 

Chacun de c e s  f a c t e u r s  q u i  s'opgmse l a  f r u c t i f i c a t i o n  p a r f a i t e  e t  donc au  

1 
l devenir  sporophytique du N. gazl igena f a v o r i s e ,  sinon permet, l a  c ro issance  

mycélienne e t  l a  conidiogenese, essent ie l lement ,  gamétohytiques. 
1 



Figlriie 1 .  : Cnohaance et hepxoduotion, in vitro,  du R. gaZZigena 

Ligende : 

- CondiLion6 c u R t U e a  : Dmant 21 jounn (axe dea a b s d b e a ) ,  l e  champignon bc ..................... 
se divdoppe 6 ~ 4  milieu MU de pomme de t m e  fiqaide ( 5 0 g / l ) ,  à l a  tempiépidt 

1 de J B  O C  soit à l ' o b n c d i  comtatante, n o L t  en ppiiéaence de lumièhe blanche 
(12hL/J2hO 7 5 0  ~ W c m - ~ )  

- Chohbance muciéfiwne (axe de^ ohdanniéeal . E u e  d é d i d e  pm eu ,  
d ..................... 

d a  poids de mgcée*rum aec ( m g )  /bo î te  de Roux contenant IO0 m l  de d e u ,  
eideotuéen au niveau dea ciietunea maintenues à l fobscwu*i  (a*****) ou à 

+ a e x u i e  : c&wrea à ltobbacwu*ié à l a  L d è h e ,  
+ csexuée : cuR.tunea uniquement i W é e ? s .  



Dans le cas de la première définition ci-dessus, le début de la différenciation 

périthéciale coXncide, quasiment, avec l'arrêt de l'augmentation pondérale du 

thalle (figure 1) aux dépens duquel seront édifiées les structures sexuées. Par 

contre, à l'obscurité continue (figure 1) le gamétophyte, sexuellement stérile 
1 

et ainsi "non parasité" par des éléments sporophytiques, présente toujours une 
1 

croissance supérieure aux mycéliums éclairés. 
- 

Cette étude indique donc, comme dans la nature, une nette divergence 

l des modalités externes de la formation des structures asexuéeset parfaites. 

Elle souligne que : 

- les trois composantes (nutrition, température, lumière) de l'environnement 
1 contrôlent, d'une façon simultanée et interdépendante, la morphogenèse 

l 
sexuée, 

- la lumière constitue un facteur d'induction périthéciale. 

I I I ,  - ONTOGENIE DES ASCOCARPES - 

L'ensemble de notre travail étant fondé essentiellement sur la forma- 
1 

tion, & v h k o ,  des ascocarpes du N. galligena, il nous a senblé intéressant 

de décrire très précisément les diverses séquences de cet évènement. 
1 

Si l'ontogénie des périthèces de certaines Nectriales a déjà fait l'ob- 

jet d'études (PARGUEY-LEDUC, 1967), plus particulièrement celle du N. gaZZigena 

n'est sommairement rapportée que par CAYLEY (1921) cet auteur n'observant que 

les ébauches périthéciales. 

Le fait d'obtenir, au laboratoire, dans des conditions précédemment 

explicitées (figure l), la reproduction sexuée du N. gazligena nous a permis 

d'en suivre, cytologiquement et chronologiquement, les principales étapes : 

- les primodiums périthéciaux (8è, 9è jour) 

- les ébauches jeunes (=  protopérithèces) et fécondées (11è-13è jour) 

- les périthèces su.-adultes immatures (15è, 17è jour) 
- les ascocarpes adultes (20è, 25è jour) 
- les asques et les ascospores 

Cette étude a été réalisée en pratiquant régulièrement des prilèvements 

dans les cultures effectuées sur milieu eau de pomme de terre (50g/l) gélosé. 

et incubées à 18 OC, en présence de lumière blanche (12hL/12h0). Elle a fait 

l'objet d'une publication (PARGUEY-LEDUC et DEEIORTER, 1973-1974) que nous ré- 

sumons ci-dessous. 



1.- LES PRIMORDIUMS DES PERITHECES .............................. 
Chacun d'eux apparait sous la forme d'un enroulement mycélien hélicol- 1 

dal, plus ou moins régulier, dressé, dont la partie supérieure libre simule 1 

un trichogyne. 

Ce type de primordium rappelle les archicarpes spiralés décrits chez 

un grand nombre d'Ascohyméniaux. Pourtant, chez le N. gazligena, il n'est 

qu'une simple formation mycélienne, ayant la valeur d'un embryon de pyrénoç- 

phere (sensu, CHADEFAUD, 1960) où plus tard se différencie l'archicarpe véri- 

table ; de plus, à sa partie basale, ne se développent jamais des filaments 

recouvrants . 



2.- LES EBAUCHES DES ASCOCARPES ........................... 

Après avo i r  évolué en un p e t i t  module plectenchymateux 

globuleux, l e  prinordium s e  transforme en une ébauche ( f i g u r e  3A) où l ' o n  

reconnai t  deux zones : l ' u n e  ex te rne  carbonacée ( l a  p a r o i  = p )  e t  l ' a u t r e  

i n t e r n e ,  c l a i r e  (= le  c e n t r e  f e r t i l e  ou carpocentre : c p ) ,  au s e i n  de l a -  

q u e l l e  appara i t  b i e n t ô t  l ' a p p a r e i l  ascogonial ( a ) .  Celui -c i  c o n s t i t u e  l ' a r -  

chicarpe v é r i t a b l e .  Il e s t  en généra l  légèrement enroulé e t  se  compose d'une 

f i l e  de c e l l u l e s ,  uninuclées,  parmi l e s q u e l l e s ,  c e l l e  de l ' e x t r é m i t é  d i s -  

t a l e ,  de forme conique, f a i t  peut -ê t re  fonct ion  de tr ichogyne ( t , ? )  

l Très rapidement, ces c e l l u l e s  se  d i s s o c i e n t  e t  devien- 

nent indépendantes t a n d i s  que l e u r  noyau s e  d i v i s e  en deux ( f igure  3B). 

Ce s t a d e ,  bien que l e  mode de fécondation de l 'ascogone 

e t  son moment exact  r e s t e n t  indéterminés, marque l e  début de l a  phase 

sporophytique . 
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Dans les ébauches p lus  âgées ( f i g u r e  4 A ) ,  e n t r e  l a  p a r o i  

(p) qu i  s ' é p a i s s i t  e t  les c e l l u l e s  ascogoniales l i b r e s  demeurent quelques 

c e l l u l e s  carpocentra les  q u i  s 'organlsent  en une g a r n i t u r e  p 4 r i l o c u l a i r e .  Ce17 

les de l a  base  de l ' ébauche,  disposées en une cupule, c o n s t i t u e n t  l e  ménisque 

sous-hyménial ( m l  . E l l e s  se vacuolisent  fortement p u i s  s e  l y s e n t  progres- 

sivement, jouant a i n s i  un r a l e  t rophique en faveur  de l ' a p p a r e i l  sporophy- 

t i q u e .  Ce l l e s  de l a  p a r t i e  supér ieure ,  au c o n t r a i r e ,  deviennent a c t i v e s  ; 

de p lus  en p l u s  chromophiles, e l l e s  s ' a p p l a t i s s e n t  e t  cons t i tuen t  l e  méris- 

tème ap ica l  de l a  c loche  sus-hyméniale ( c l )  . 

F i g u e  4 : A- Ebauche p ë m h d c X e  âgge 
8- V6RaL.t d'une c & d e  pm-spattaphy;tiuue 

pZwUnu&Ce ( ph p 1 
p = p m o i  ; m = rngninque s o u - h q m i r i  ; cl = cloche a u - h y m ë w e  

En même temps, à p a r t i r  des c e l l u l e s  ascogoniales,  débute l a  formation du 

sporophyte. Les deux noyaux de c e s  c e l l u l e s  se  d i v i s e n t  p l u s i e u r s  f o i s  pour 

finalement c o n s t i t u e r  de grosses c e l l u l e s  p lur inucléées  (psp) q u i  composent 

l e  prosporophyte. Cel les-c i  ( f i g u r e  4 B ) ,  devenues t r è s  vés iculeuses ,  émettent 

s u r  l eu r  pourtour de c o u r t s  boyaux dans chacun desquels  migrent du cytoplasme 

dense e t  un couple de noyaux. 



En se détachant  de l a  vés icule  p r~sporophy t ique  q u i  se l y s e ,  l e s  boyaux s e  

transforment en c e l l u l e s  dicaryotiques.  Ces de rn ie res  ou c e l l u l e s  carpos- 

pora les  n16voluent p lus  durant  p l u s i e u r s  jours e t  se l o c a l i s e n t  3 l a  sur-  

f ace  ou & l ' i n t é r i e u r  du ménisque sous-hyménial. 

3 . -  LES PERITHECES SUB-ADULTES IMMATURES 
1 .................................... 
1 

a )  m m ~ o ~ z m n a t o n  - - - - =  =-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-=-- d e s  ébauches e n - p é m è c e s  =-=-=-=-=-=-=- sub- 

aduRtes -=-=-=-=-----=-=-- (&Lgwce 51 

AU début de c e t t e  phase, les ébauches acquierent  une symé- 

t r i e  a x i a l e  q u i  s ' accentue  t and i s  qu'évoluent les s t r u c t u r e s d e l a  p a r o i  e t  
l 

de l a  ga rn i tu re  p é r i l o c u l a i r e  : 

1 Au niveivl de l a  pmoi, se d i f f é r e n c i e n t  deux couches : 

- une couche externe (pe) dont l e s  c e l l u l e s  résorbent  l e u r  cytoplasme e t  
l 

é p a i s s i s s e n t  l e u r  membrane de p lus  en p lus  pigmentée, 
'I - une couche in te rne  ( p i )  où l e s  c e l l u l e s  conservent une membrane mince e t  

un cytoplasme bien v i s i b l e  quoique t r è s  vacuolisé.  

Figue 5 : A- Tmnh~otunation d'une ébauche pé-éciaee en pik&%èce dub-ad&& 

8- Id. ( d é W ]  
1 

c.t = Cloche su-hyméniaee ; m = ménisque sou~-hyniéniat ; pe = pahtie ex . tme 
de l a  pumi ; p i  = pahtie i n t a n e  de l a  pmoi ; pp = jeunu pdwdo-pc~aphysu ; 
cp = c u u  cmpoapohaees ( tocUa.CLon) .  

l 



Au nivectu de l a  g amu%ae ptMocuRaUre : 

- le ménisque sous-hyménial (ml, en forme de cupule, se change en une masse 
cytoplasmatique d'allure syncitiale où reposent les cellules carposporales 

(CP) , 
- le méristème apical de la cloche sus-hyméniale (cl) s'organise par suite 
de divers réarrangements cellulaires originaux chez le JJ. gazzigena. Son 

fonctionnement donne naissance 3 des pseudoparaphyses descendantes (pp). 

Celles-ci sont d'abord unicellulaires, uninuclées et coniques, puis elles 

s'allongent et se cloisonnent transversalement plusieurs fois. 

Dans un premier stade (figure 6A), la taille du périthèce 

augmente considérablement et sa paroi devient beaucoup plus épaisse. Le mé- 

nisque sous-hyménial (m) s'amenuise et il supporte les cellules sporophyti- 

ques à dicaryon (cp). Les pseudoparaphyses (pp) occupent le centre du péri- 

thèce laissé vide par la lyse des cellules carpocentrales. 



Au stade suivant (figure 6B), le meristeme apical produit main- 

tenant vers le haut, dans le canal du col périthécial qui s'est ouvert, des 
l 
l périphyses (pr), minces et dirigées obliquement vers l'ostiole. puis, il cesse 
l 

I d'être fonctionnel et se lyse en son centre, mettant ainsi la locule en corn- 
I munication avec le canal du col et l'extérieur. 

c) EVOLUTION DES PSEUDOPARAPHYSES. INTERET DE L'ETUDE ONTOGENIQUE .............................................................. 
a )  Vam &e pé&thèce hub-ad&~ (figure 7A), les pseudo- 

paraphyses (pp) descendantes poursuivent leur croissance pour finalement se 

fixer, après avoir contourné les cellules sporophytiques (cp), dans le synci- 

tium du ménisque sous-hyménial (ml. Lorsque les pseudo-paraphyses sont ainsi 

toutes soudées par leurs extrémités apicales au ménisque (figure 7B), une rup- 

ture les sépare du méristeme apical générateur. Elles simulent alors des para- 

physes vraies, ascendantes. 

Figue  7 : PéUhèce hub-ad&e. EvoLlLtion d e s  pheudo-paaphyhe6 : 

A- Duhin d l  m m b L e  du p é u h è c e  - 
8- D ~ b i n  de d é U  de 1' e ~ é d é  de q u d q u a  pheudo- 

P - P ~ Y ~ U  h v )  
m = ménbque h o u  hymen&& ; cp = c&&e c m p a h p o d e  à 

d i c q a n  ; pk = péhLphyhes. 



Cette exemple démontre l'intérêt d'une étude ontogénique puis- 

que, en l'absence de celle-ci, la distinction, dans un périthèce adulte, entre 

pseudo-paraphyses et paraphyses vraies semble très délicate et, de ce fait, elle 

peut rendre hasardeuse la classification d'un Pyrénomycète parmi les Ascolocu- 

laires ou les Ascohyméniaux. 

B )  Pxocuau acendant de v ~ i c ~ ~ o n  d u  paeudo-pmphyae6 
(digutre 8 1 .  L'évolution des pseudo-paraphyses, jusqu'alors comparable 3 

celle décrite chez le Nectria cinnabarina (STRIKMANN et CHADEFAUD, 1961 ; 

PARGUEY-LEDUC, 1967) oi2 elle s'achève à ce stade, se poursuit , au contraire et 
d'une manière spécifique, chez le Nectria gazzigena. 

Ainsi, dans le périthèce sub-adulte (figure 8), la cellule ter- 

minale de chaque pseudo-paraphyse, apres s'être effilée et ancrée dans le syn- 

citium sous-hyménial (m) devient très chromophile. La cellule qui lui succède 

immédiatement, puis toutes les suivantes, progressivement, en allant du bas 

vers le haut, se vésiculisent fortement. Chacune des pseudo-paraphyses (pp) se 

transforme ainsi en un chapelet de cellules globuleuses occupées par une ou 

deux volumineuses vacuoles. 



1 On remarque donc le changement de sens de la polarité des paraphyses 

1 qui, descendant lors de leur différenciation, devient ascendant lors de leur vé- 
l oiculisation- Celle-ci pourrait permettre aux pseudoparaphyses de jouer un 

rôle trophique. 

4. LES PERITHECES ADULTES FERTILES ............................... 
Le périthèce ayant atteint sa taille définitive, seul son col 

s'élargit considérablement (figure 9 ) .  Ce stade est marqué par l'achèvement 

de la différenciation des pseudo-paraphyses et de l'évolution de l'appareil 

sporophytique. 



Les pseudo-paraphyses se soudent latéralement entre elles et consti- 

tuent un para-plectenchyme (pal qui, assez fréquent chez lesNeetria, est - 
gén6ralement considéré comme un tissu nourricier. 

Avant la formation de ce faux tissu plectenchymateux, les cellules 

carposporales à dicaryon (cp), présentes et inchangées depuis la transfor- 

mation des ébauches en périthèces sub-adultes, produisent des dangeardies 

ascogènes (crochets Clangeardiens) caractéristiques du stade ascosporophy- 

tique à l'origine des asques (as ) . 
La garniture périloculaire tend a disparaitre mais la cloche sus- 

hyméniale (cl) est encore matérialisée par un anneau granuleux. La locule 

est occupée par le para-plectenchyme remplacé progressivement vers le bas 

par les asques adultes dont les ascospores (asp) commencent à être émises, 

à l'extérieur, par l'ostiole. 

5.- LES ASQUES ET LES ASCOSPORES ............................ 
Les asques sont cylindriques légèrement claviformes' (75-95 x 

12-15~). Bien que nés sur des dangeardies ascogènes en crochet (figure IOA), 

ils n'en gardent que très rarement trace sur leur pied, q ~ i  est le plus sou- 

vent arrondi. Ils sont parfois disposés en cymes composées de trois ou quatre 

asques (figure 10). A leur sommet, un anneau apicâl chitinoide tres petit est 

présent mais de façon non constante (figures 10A,B et El. 

Dans chaque asque, se différencient, sans ordre, huit ascos- 

pores (fig. 10B). Elles sont d'abord ovoïdes, unicellulaires et uninuclées 

(fig. lob et F,a), mais trSs tôt leur noyau se divise et elles deviennent bi- 

cellulaires, avec une constriction équatoriale, au niveau du septum séparant 

les deux cellules (fig. 10D). Les ascospores mûres (15-20 x 6 - 7 ~ )  sont hyalines 

et contiennent plusieurs globules lipidiques réfringents (fig. 10F, a et b). 

Leur paroi est finement verruqueuse (fig. 10, D et F,c). 



A & B : Jeunu asqua dispoaéh en cyme ; en 8, L u  hLUA a c o s -  
p o h u ,  encoae u n i c & W u ,  4e dont diddéhenciéa 
(coLotrakion à 1 ' ~ c h e  Ua.tman) 

C : &que contenant hiLt ancoapohu b i c & U u  encohe 
immatwru (coLotrakion au BLeu C q B )  

V : Adque ad&e contenant W a s c o ~ p o t ~ u  aduRten (aam 
coLohaCion ) 

E : Sommet d'un a q u e  monakant Le p&Lt anneau a p i c d  c h -  
,tinoZde (coXoaation à L' encrre Watetunan) 

6.- DISCUSSION-CONCLUSION ..................... 
L'étude ontogénique des périthèces et des asques du N. gazligena 

montre que ce champignon Pyrénomycète occupe, comme la plupart des Nectriales, 

une position intermédiaire entre : 

a) Les Ascoloculaires puisque, chez le IV. gaZZige?Za : 

- les archicarpes engendrent uniquement l'appareil sporophytique et jamais de 
filaments recouvrants constitutifs d'une ascothècie. Celle-ci n'intervient 



donc pas dans la structure périthéciale uniquement ascostromatique. 

- les filaments stériles inter-ascaw sont des pseudo-paraphyses descendantes. 

b) Les Ascohyméniaux car le N. gazligena est un unituniqué de 
1 

par ses asques. Ceux-ci, souvent annelascés, ne sont jamais déhiscents selon l 

le mode "Jack in the box". 

De part ses caractères mixtes d'Ascoloculaire Unituniqué, le N. galZigena 

doit donc être classé parmi les Nectriales évoluées qui, d'une certaine rnaniere, 

représentent un terme de passage entre les Ascoloculaires Bituniqués et les 

Ascohyméniaux ~nitun'iqués. 

Outre son intérêt sur le plan systématique, ce travail permet d'obser- 

ver, chez le N. gazligena, la formation précoce des cellules carposporales di- 

caryotiques. Ces dernières, en demeurant inchangées plusieurs jours dans le 

périthèce sub-asulte soümis, pourtant, de nombreuses remaniements, figurent 

un stade d'attente. Celui-ci est de nature différente chez le Gnomonia lep- 

t0styZa (FAYRET, 1975) oh il est représenté par le syncitium sporophytique. 

Par ailleurs, la nette séparation dans le temps de certaines séquences 

de la reproduction sexuée du N. gaLZigena devrait permettre une étude de leur 

déterminisme respectif. 

L'étude ontogénique des périthèces du N. gaZZigena, nous a précedemment 

démontré la position systématique ambiguë de ce champignon. De ce fait, nous 

avons voulu préciser les critères de la classification fongique en fonction du 

problème que posent les Nectriales (STRIKMANN, 1961 ; STRIKMANN et CHADEFAUb, 

1961). Ainsi, nous avons envisagé successivement la place systématique du genre - 
Nectria et la distinction de ses espèces. 

1.- POSITION SYSTEMATIQUE DU GENRE NECTRIA ...................................... 
Le terme Nectria, créé en 1825 par FRIES désigne une section 

v 
des Sphaeriacéens puis un genre (DE NOTARIS, 1844 ; FRIES, 1849), dont SAC- 

CARM) (1878) précise la diagnose. Cet auteur reconnait dans les Nectria des 

champignons aux périthèces superficiels, membraneux, aux couleurs vives, ren- 

fermant des asques cylindriques 'a 8 ascospores uniseptées, non filiformes 
hyalines. Ainsi de par leurs ascocarpes, les Nectria appartiennent plus prici- 

ment aux Pyréncmyc&tes (classe ou sous classe selon les auteurs) dont la SYS- 



tématique contemporaine repose principalement su r  l 'organisat ion des pér i -  

thèces e t  l a  s t ructure  des asques (PARGUEY-LEDUC e t  JANEX-FAVRE, 1981). 

Au niveau des ascocarpes, l ' é tude  ontogénique permet, t o u t  

d'abord, à NANNE'ELDT (1932) de dist inguer parmi l e s  Carpoascomycètes:les 
- .  

Ascohyméniaux ascothéciens à paraphyses vraies  e t  l e s  Ascoloculaires ascos- 

tromatiques à pseudo-paraphyses. Dans ces deux ensembles, des analyses u l t é -  

r i eures  (LUTTRELL, 1951 ; PARGUEY-LEDUC, 1967 ; HUANG, 1976) d i f fé renc ien t  

d ix  types de centre pér i théc ia l  ( =  noyau = centrum = carpocentre) selon l a  

nature e t  l ' évolut ion de leurs  éléments cons t i t u t i f s  (archicarpes, paraphyses..). 

Parmi ceux-ci, ex i s te  l e  type Nectria t r è s  semblable 3 c e l u i  déc r i t  précédem- 

ment chez l e  N. gazligena (PARGUEY-LEDUC e t  DEHORTER, 1973-1974). 

Au niveau de l a  s t ruc ture  des asques, LUTTRnL (1951), en s e  

basant sur l a  ne t te  séparation ou, au contra i re ,  l ' in t ime soudure des tuniques 

interne (endoascus) e t  externe (exoascus) de l a  paroi  asca le ,  d ivise  l e s  

Ascomycètes respectivement en Bituniqués e t  Unituniqués. Pour sa  p a r t ,  CHADEFAUD 

(1960) se fonde sur l a  nature de l 'apparei l  ap ica l  de l 'asque pour séparer l e s  

Ascomycètes en Annellascéspourvus d'un anneau ap ica l  chi t inolde ou amylolde e t  

Nassascés dont l e s  asques, seuls  capables d'une déhiscence type "Jack i n  the 

box", comportent une nasse apicale.  

Finalement, l a  confrontation de ces travaux r e l a t i f s  à l ' o r -  

ganisation des péri thèces e t  des asques about i t  à une r épa r t i t i on  générale 

des Pyrénomycètes en deux catégories (sous-c1asses)soit : 

- das Ascoloculaires Bituniqués ~ a s s a s c é s  ou Loculoascomycètes, 

- d e s  Ascohyméniaux Unituniqués Annellascés ou Euascomycètes . 
Cette d i s t inc t ion  souffre quelques exceptions notamment au 

niveau des Nectria. Ceux-ci forment un groupe hétérogène d'espèces dont l a  

p lupar t ,  à l'exemple du N. gazligena, possède des s t ruc tures  intermédiaires. 

Celles-ci marquent uneévolution conduisant des types Bituniqué e t  Ascolocu- 

l a i r e  vers ceux Unituniqué e t  Ascohyménial (STRIKMANN, 1961) ; e l l e s  obligent 

à ne plus considérer ces deux ensembles systématiques comme radicalement dis-  

t i n c t s  e t  indépendants dès 1 'origine (PARGUEY-LEDUC, 1967) . 



D e  f a i t ,  dans l e s  t r a i t é s  modernes de systématique, l e s  au- 

t eurs ,  en pr iv i lég ian t  l e  caractère  unituniqué-annellascé~desasques des Nectria 

rangent ces champignons parmi l e s  Ascohyméniaux : groupe des Sphaeriacéens 

(CHADEFAUD, 1960) ou sous-classe des Euascomycètes (WEHMEXER, 1975) ou Hyméno- ' 

ascomycétidae (ALLYOPOULOS e t  MIMS, 1979). Ils en soulignent l e s  caractères  ~ 
ascoloculaires dont l e  centre pér i théc ia l  de- type Nectria ne s e  rapporte qu'au 

seul  ordre des Hypocréales (AINSWORTH e t  BISBY, 1971 ; ALEXOPOULOS e t  MIMS, 

1979) ou des Nectriales (CHADEFAUD, 1960). Cet ordre comporte l a  seule  fa-  

mille des Hypocreaceae dans laquel le  ROGERSON (1970) c lasse  quelque 104 

genres,parmi ceux-ci : GibbereZZa, Hypocrea, Hypomyces, Nectria. 

2.- DISTINCTION SYSTEMATIQUE DES ESPECES DU GENRE NECTRIA 

Les c l a s s i f i ca t i ons  des especes de Nectria proposées par 

BOOTH (1966) SAMUELS (1976) ou PERRIN (1976) considèrent, sur l a  base àes 

travaux in i t i aux  de SACCARDO ( i838) , WEESE ( 19 18) e t  WOLLENWEBER ( 1924) , 
l e s  champignons dans leur  biotope naturel  comme des e n t i t é s  à étudier  sous 

leursforme sexuée e t  asexuée. Ainsi e l l e s  s e  fondent su r  t r o i s  c r i t è r e s  

e s sen t i e l s  : 

- l e  stade p a r f a i t  sexué : sa  structure e t  sa  disposi t ion sur  l ' h ô t e  ou l e  

subs t ra t  naturel .  

- l ' é e a t  imparfait  asexué : l e s  formes conidiennes (Deutéromycètes) l e s  plus 

souvent associées aux Nectria appartiennent aux genres : Fusar im,  CyZix- 

drocaqon, GZiocZadiwn, Vertici Ewn, TubereuZrnia, Acremoniwn. 

- l e s  re la t ions  du champignon avec l ' hô t e  ou l e  subs t ra t  e t  l a  nature de 

ceux-ci o f f ren t  une p o s s i b i l i t é  t r è s  pratique de classement. Sur c e t t e  base 

(BOOTIi, 1966) , l e s  espèces de Nectria s e  partagent en t r o i s  groupes:poly- 

phage, peu spécifique e t  spécifique suivant l e  nombre important, peu élevé 

ou unique, d'hôtes q u ' e l l e s  recouvrent. A ce niveau, tous l e s  comportements 

biologiques peuvent ê t r e  observés depuis l e  saprophytisme t r è s  commun 

(N. cinnabarina) jusqu'm parasitisme spécifique(N. di2issima) . 
En s e  référant  à ces c r i t è r e s  auxquels s ' a jou ten t  des carac- 

t é r i s t i ques  cu l tu ra les  i n  v i t r o ,  ~00TH.,(1978) d iv i se  l e  genre Nectria en 

plusieurs groupes d'espèces étroitement apparentées parmi lesque ls  f igure  l e  

groupe Coccinea. Au se in  de ce dernier ,  l e s  N. g a z l i g e n a - ~ r e s .  e t  N. ditis- 

sima Tul., agents phytopathogènes de chancres, repésentent, pour nc t re  étude, 

un i n t é r ê t  plus pa r t i cu l i e r .  Ces deux espèces, souvent confondues dans l e  

passé (HARTIG, 1878) ; GOETHE, 1880) peuvent ê t r e  di f férenciées  (WOLLENWEBER, 

1924 ; RICHTER, 1928 ; BOOTIi, 1959) sur l a  base des c r i t è r e s  exposés ci-dessus . 
l e  tableau 2 résume l e s  caractères  d i s t i n c t i f s  de ces  deux champignons. 



/ Tableau 2 : Catra&2~es disXhzCoteti6~ du I. gatt3genu et du fl. ditiçsUna ci' apitE6 BOOTH 
i 1 9 5 9 ) .  

. dispos i t ion  

. diametre 

. paro i  

s u p e r f i c i e l l a  s u r  l ' M t e ,  i s o l é e  
ou par  groupe de 2 A 5 uni tés .  

l i s s e  A 2-3 couches cell-.~Laires 
Buaissecr : 40-69 u 

cylinciro-claviforzes 
75-95 x 12-15 u A anneau c h i t i -  
nofde e t  8 ascos;>o:es/asque 

erillcptante sur  l ' h ô t e ,  en amas 
de 5 30 un i tés  s u r  un s t rona  
réc?uit 

250-300 CI 

rugueuse 3 3 couches c e l l u l a i r e s  1 
Qpâisseur  : 45-55 ii l 

i 

bicelSulaires ,  hya l ines ,  
14-22 x 6-5 u 

b i c e l l u l a i r e s ,  hya l ines ,  
14-21 x 5-8 u 

b gc~~ci~'~i~~ u n i c e l l u l a i r e s ,  cy l in j r iques  
4-8 x 2-3 ir 

u n i c e l l u l a i r s s ,  e l l i p t i q u e s  
2-2,s x 0,8-i  fi 

cylic&iq=-es, d roz tes  ou arquées c y l r n d r ~ q u e s  , à r o ~ t e s  ou courbes 
1- s e p t t e s  : 10-28 A 4-5 p 4- sep tées  : 50-65 x 3-5 u 
2- septées  : 28-30 x 4-5 & 5- sep tées  : 63-80 x 4-5 CI 
3- septées  : 36-47 x 4-6,s L 6- sep tees  : 75-86 x 5-6 
4 e t  X septées  : 47-65 A 5-7 y 7- septeks : 82-90 x 5-6 

I 3' Relations avec l ' h ô t e  Paras i te  pol  yshage , ager-r de P a r a s i t e  spécrf iqua,  agen t  
chancre sur : pommier, poizrer  , du chancre du hPt re  
bouleau, erzAle,.  . . . 

l 

La cu l tu re ,  i n  v i t r o ,  de ces deux champignons nous a permis de 

constater que : 

- l e  hl. gazligena produit des péri theces plus volAineux e t  des ascospores de 

plus  grandes dimensions que l e  N. ditissima 

- nos mesures personnelles de l a  t a i l l e  des asques e t  des ascospores s ' i n -  

tègrent  dans l e s  in te rva l les  dimensionnels déf in i s  dans l e  tableau 2.  

- l a  ne t te  projection des ascospores du N.di t iss imasur  l e s  parois des réc i -  

p ients  de culture ne s'observe pas chez l e  N. gazligena où e l l e s  demeurent 

agglomérées a l ' o s t i o l e  pér i théc ia l .  



Ce problème rés ide  dans l a  v a r i a b i l i t é ,  selon l e s  souches, du 

caractere homothallique ou hétérothal l ique d'une meme espèce de Neetma. 

Ainsi, ex i s ten t - i l s  chez l e  IV. gazligena,  comme chez l e  N. haema- 

toccoca (CURTIS, 1964), des clones homothalliques (BCOTH, 1959 ; LORTIE, 

1964) e t  hétérothall iques (KRUGER, 1974 a )  . 
Au cours de nos expériences, l a  souche du N. gazligena,  o r ig ine l -  

lement employée, qu i  e s t  issue de péri thèces réco l tés  sur  pommier l oca l i s é  

dans l'Aveyron (1965), apparait  homothallique où l e s  cu l tu r e s  monoascoporées 

produisent, i n  vitro, des ascocarpes f e r t i l e s .  La per te  des po t en t i a l i t e s  

reproductrices de ce clone, devenu uniquement végétatif  (souche A b ) ,  nous a 

obligés B de nouveaux isolements. Cew-ci,monoascaux e t  monoascospores, sont 

pratiqués sur des f ruc t i f i c a t i ons  pa r f a i t e s  prélevées su r  chancres de pommier 

(Pas-de-Calais, 1973). S i ,  l e  oéveloppement, i n  v i t i o ,  de ces i s o l a t s  monoas- 

caw conduit _au  cycle biologique complet du champignon t e l  q u ' i l  e s t  dé- 

c r i t  dans l e s  expériences II e t  III précedentes, l e s  cu l tu res  monoascospores 

présentsnt  un comportement d i f f é r en t  comme l e  souligne l'expérimenbation 

suivante. 

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES ......................... 
A p a r t i r  c l ' i sola ts  monoascospores, obtenus au moyen destech- 

niques de micromanipulation ou de d i l u t i ons ,  nous avons pratiqué deux types 

de cul ture  : 

- l e  premier se rapporte au développement de 25 ascospores isolées  ( s é r i e  A)  

- l e  second se compose de deux s é r i e s  de 2 5  croisements b ina i res  r éa l i s é s  en t r e  

23 souches monoascospores e t  respectivement deux ascospores a l  ( s é r i e  BI) e t  

a2 ( s é r i e  B2) qu i  sont auss i  confrontées en t re  e l l e s .  La compatibil i té des 

clones a l  e t  a a é t é  é t ab l i e  aux cours d'expériences préalables.  
2 

Toutes ces cu l tu res ,  a i n s i  qu'un i s o l a t  monoascal de réfé- 

rence , sont incubées, en présence de lumière blanche (12hL/12h0) à 18 OC 

e t  sur milieu M23 gélose ou l iquide.  



Après 30 jours, l e s  r é su l t a t s  obtenus (tableau 3) indiquent : 

- l ' évolut ion sexuée (présence -ou non- d'ébauches pér i théc ia les  ou d'ascocar- 

pes f e r t i l e s )  dans tous l e s  cas expérimentaux. 

- l e  poids de mycélium lyophi l isé  r e c u e i l l i  des cul tures  monospores sur  milieu 

I l iqu ide .  

2. - RESULTATS --------- . 
a )  Cultures monoascoseores ( s é r i e  A' =-=-=-=-=-=-=-=-=---=-=-=-=-=-=-- 

I 

, S i  l e s  25 cul tures  monoascospores produisent des conidies,  

aucune ne dif férencie  des ascocarpes f e r t i l e s  même à l ' i s s u e  d'une incubation 
1 

prolongée a t r o i s  mois. L'uniformité de ces réponses ne s e  retrouve pas au 

niveau du développement végétatif  e t  de l 'évolut ion morphologique des 25  iso- 

l a t s  qui peuvent ê t r e  scindés en deux groupes. 

Ainsi quatre souches ( a l ,  a7,  a10, a181 forment, sur  l e  

subs t r a t  gélose,  un mycélium ras  blanchâtre indifférencié  dont l a  valeur pon- 

déra le ,  mesurée en cu l tu re  l iquide,  s e  révèle f a ib l e .  

Dans l e  second groupe, l e s  21 i s o l a t s  présentent,  s u r  m i -  

l i e u  so l ide ,  un mycélium aér ien,  important (cf poids de mycélium lyoph i l i s é ) ,  

pigmenté e t  parsemé, de nombreux p e t i t s  glomerules rougeâtres. Ces dern ie rs  

pourraient- i ls  correspondre à des gbauches pér i théc ia les  dont l 'évolut ion 

s e r a i t  bloquée avant même l a  fécondation ? Ces formations granulaires colo- 

r ée s  s 'observent encore dans des cul tures  monoascales qu i ,  potentiellement fer-  

t i l e s ,  sont placées dans un environnement défavorable. 

b) C ~ & ~ ~ r g ~ = c g ~ ~ ~ ~ e ~ - ~ i , ~ ~ , ~ o s ~ o r e s  - LS$S$~?-~L=L=ES-~L 

Le développement du champignon, i s su  des confrontations 

en t re  deux souches monoascoporées, revêt  deux aspects.  L'un, comme dans l e s  

cu l tu res  monospores ci-dessus, se camctkrise par  une production nulle d'asco- 

carpes f e r t i l e s .  Le second, au contra i re ,  e s t  marqué par l a  formation s ign i -  

f i c a t i v e  de péri theces f e r t i l e s  dont l a  morphogen&se s'accomplit pareillement 

A c e l l e  de l a  cul ture  monoascale de référence ( f igure  1 ) .  Dans ce cas, l e  

nombre d'ascocarpes matures varie selon l e s  croisements, il e s t  notablement 

peu élevé lorsque deux ascospores à f a ib l e  croissance mycélienne (a l ,  a7 ,  

a10, a18) sont confrontées. Les r é su l t a t s  de ces deux s é r i e s  (BI e t  B2) de 

croisements son t  parfaitement complémentaires où l a  compatibil i té d'un iso-  

l a t  monospore avec l 'ascospore a l  implique sonincompatibilité avec l e  clone 

a2 etl l a  s t 6 r i l i t 6  sexuée de ce dernier croisement. 



TabXw 3 : CLLetwLu mono- et b i -  mcohpottes du N.  gazligena cue;tivé hcrrt m.L&eu 
~ynthé-Cique M23,  à 7 8  OC, en p~éaence de Wèhe~b .ûznche  (72hL/72hO) 

ASCOSPORE CULTURES MONOASCOSPORES CULTURES CROISEES BIASCOS PORES 
1 

a 0  ai x a 0  a2 x a 0  - - - - - - - - - - - - - - - - -  
2 

- - - - - - - - - -  - - - - - - - - - -  
~ ~ c ë l i u r n '  ~ b . ~  ~e r .  Production P r o d u c t i o n  

3 3 l 

mg/fiole péri théciale pé r i théc ia le  

LEg ende 

7 .  P o d h  de m y c é ~  1 y o p U é  pcvr &hLe de ROUX ( 7 00 ml de Wu1 apkèa 30 j a w  
de c-te ( m a  genne de 5 mawra ) . 

2 .  L e s  ha nu ( + ) et ( - ) indiquent tvupeca%vemen-t la phéaence ou X ' abn ence d 'ébauche4 
péLthèciaees (Eb. ) et de pé&hhcu d u e s  ( P a .  ) nwt h ~ b h h ~ t  géLahE &t XiqlLi  

3 .  Rappo&, mWp.ehé pm 7 0 0 ,  entrre L u  nombrra de p é u h è c u  ~wLLLu pah tube 
d a  a é L a  87 ou 8 2  et de lu c d X w e  manoabcde de rrédéhence (moyme de 10 muwre 



3 .- DISCUSSION ---------- 
Les résultats ci-dessus corroborent pour l'essentiel ceux 

de KRUGER (1974) qui conclut a l'hétérothallisme du 1. gazligena sous for- 

me de deux groupes de compatibilité ascosporale intrastériles et interfer- 

tiles et, en outre, a une ségrégation morphologique des cultures monospores. 
Rn nous référant à nos premiers travaux (LACOSTE et DEHORTER, 1973) basés 

sur une souche homothallique, ces données nous font admettre l'existence, 

chez le N.  gazligena de clones homothalliques et hétérothalliques. Elles 

supposent une grande variabilité génétique naturelle au niveau d'une même 

espèce fongique et peuvent expliquer certains résultats expérimentaux di- 

vergents selon l'origine du champignon qui est cultivé par les auteurs. 

. Cette complexité génétique apparait chez le Nectria coc- 

cinea (THILLY, 1983) oh, parmi les huit ascospores d'un même asque, l'une 

semble autofertile tandis que les sept autres sont autostériles et inter- 

fertiles. Ces dernières, cultivées isolément, forment toutes des ébauches 

périthéciales, a caractères plus ou moins évolués, contenant -ou non- soitdes 
ascogones, des cellules sporophytiques. Ces types de formations abortives 

sont également observés dans toutes les cultures monoascosporées du Nectria 

ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a) oh seuls des croisements compatibles 

les transforment en ascocarpes matures. Ce champignon manifesterait donc 

un hétérothallisme physiologique (WHIT!ZHOUSE, 1949) contrairement au N. gaz- 

ligena ou au Nectria cosmariospora (TAYEL, et HASTIE, 1976) dont les clones 

monospores ségrégent en deux groupes producteurs -ou non- d'ébauches sexuées. 
1 

. Souvent, les démonstrations du caractère hétérothallique, 

comme nous les avons réalisées ou encore pour d'autres espèces de Nectria : 

N.  myxomyceticola et N. vw Zacea (SAMUELS, 1973) , N .  coccinea (PARKER, 1976) . . . 
se fondent uniquement sur les périthèces adultes fertiles qui, i n  v i t r o ,  sont : 

- présents dans les cultures issues de croisements d'ascospores compatibles, 
- absents du développement des ascospores isolées ou de leur confrontation 
si elles appartiennent au même groupe de compatibilité. 

De ce fait, elles négligent l'existence des stades sexués 

abortifs dont elles ignorent l'état cytologique et plus précisément la pré- 

sence éventuelle d' éléments sporophytiques consécutifs d'une fécondation. 

Dans ce cas, l'hétérothallisme que CHADEFAUD (1960) assimile à une incompa- 

tibilité de fécondation deviendrait relatif chez ces especes. Il serait plu- 

tat le reflet d'un homothallisme imparfait où l'évolution du sporophyte serait 

bloquée,plus ou moins précocement,pour des raisons diverses : génétiques, 



thermiques, nutritives,... Ces dernières expliqueraient l'hétérothallisme 

du Neet* coccinea var. faginata en culture in vitro *(COTTER et BLANCHARD, 

1978) et son homothallisme, dans la nature, sur les chancres du hêtre 

(GOTWOLS et al, 1980). 

. Finalement, notre expérimentation, quoique incomplète 
(échantillonnage, cytologie, ...) a permis de définir des conditions gé- 

nétiques favorables -ou non- l'obtention d'ascocarpes fertiles du 

N. gazzigena. Dans ce sens, elle représente, pour nous, un moyen d'étude 

supplémentaire du déterminisme sexu6 de ce champignon. 



C O N C L U S I O N S  

Les i n t é r ê t s  de cettepremière p a r t i e  consacrée au détermi- 

nisme sexué du N. gazligeno rés ident  dans : 

- l a  déf in i t ion  de conditions cul turales  simples qui  au tor i sen t ,  {fi v i t ro ,  

l e  cycle biologique complet du champignon. Sont a i n s i  mises en évidence 

des différences en t r e  l e s  modalités externes de l a  conidiogenèse e t  de l a  

f ruc t i f i c a t i on  p a r f a i t e  où c e t t e  dernière apparai t ,  notamment, 

photodgpendante contrairement à l a  multiplication asexuée. 

- l ' é t ude  ontogénique des péri thèces produits  en cu l tu re  pure qu i  ca r ac t é r i s e ,  

au plan cytologique e t  s t ruc tu ra l ,  l e s  pr incipales  séquences de l a  morpho- 

genèse sexuée. Ce t r a v a i l  révgle donc l e s  caractères  originaux de l a  formation 

des ascocarpes dont l 'organisat ion place l e  N. gazligena dans une posit ion 

intermédiaire en t r e  l e s  Pyrénomycètes Ascohyméniaux e t  l e s  Pyr6nomycètes Asco- 

locu la i res ,  l e  N. gazligena é t a n t  finalement c lassé  parmi ces  derniers .  

- l a  p r i s e  en considération de l a  v a r i a b i l i t é  génétique des souches du N .  

gazligena où l e  clone,  u t i l i s é  pour toutes  nos expériences u l t é r i eu re s ,  

présente un caractère  hétérothall ique d é f i n i  en fonction de l a  production 

de péri thèces f e r t i l e s .  

- l e s  expériences q u ' i l  nous suggère a f in  de préc i se r ,  notamment : 

. l ' é t a t  cytologique des diverses s t ruc tures  abortives ob- 

servées b r s q u e  l e  champignon e s t  cul t ivé  dans des conditions néfas tes  à 

sa  fXuc t i f i ca t i on .  Ainsi ,  selon l e s  fac teurs  l imi tan ts ,  l ' a c t i o n  i nh ib i t r i ce  

s ' exerce- t ' e l l e  différemment sur  l e  gamètophyte, l a  fécondation ou l e  

sporophyte ? 

. l e s  r e l a t i ons ,  sur  l a  base de leur  inter-fécondité,  entre  l e s  

souches du 1. galZîgena, selon l 'espèce d 'hôte pa ra s i t é  (formes spéciales 

ou caractère  polyphage de ce champignon ? ) .  





D E U X I È M E  P A R T I E  

INFLUENCE DES FACTEURS TROPHIQUES ET THERMIQUES SUR 

LA REPRODUCTION SEXUÉE DU N 1  GALLIGENA 

. . 

Les publications (HAWKER, 1957 ; COCHRANE, 1958 ; LILLY, 1965 ; HENDRIX, 

1970 ; TURIAN, 1978 ; MANACHERE, 1980..,.) qui répertorient l'influence des 

facteurs de l'environnement sur le développement, in vitro, des champignons 

soulignent : 

- l'hétérogénéité des réponses fongiques qu'accentue la disparité des disposi- 
tions expérimentales en fonction des buts recherchés, 

l 

- la plus grande difficulté d'obtenir l'état sexué qui dépend de modalités ex- 
ternes, nutritives et thermiques notamment, plus restrictives que celles 

favorisant la croissance végétative ou la multiplication asexuée. 

Ainsi, chaque étude apparait singuliere en regard des acquis antérieurs 

et nécessite de nouvelles mises au point qui semblent d'autant plus délicates 

, qu'elles visent le déterminisme sexué. 

Dans cette perspective, cette deuxième partie de notre étude aborde la 

recherche des conditions nutritives et thermiques de la fructification parfaite 

du N. galligena. Au niveau du genre Neetma, selon les objectifs poursuivis ou 

les moyens techniques disponibles, ces deux aspects de la formation, in Vitro, 

des ascocarpes ont été diversement appréciéssous forme soit : 



- d'un simple constat où généralement les milieux hôtes, sans recherche de la 
température optimale, permettent la sexualisation des N. Zugdunensis (ARCHER, 

1971), N. citmna (SMYK, 1975) , IV. coccinea (PARKER, 1976) , N. sp. (BOOTH, 19% 

SAMUELS, 1973). 

- de la mise en valeur de certains composants du substrat synthétique et de 
l'influence de différentes températures sur la différenciation sexuée des 

N. g tioc Zadioz'des (HANLIN, 196 1 ) et N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a) . 
- d'une définition très complète, comme pour le N. haematococea f = Hypomyces 

1 

s0zani) de toutes les modalités de son développement : nutritives (HIX etBAKEF 

1964 ; QUBESHI et PAGE, 1972) , thermiques (BAKER et WARE, 1962) mais aussi lu- 
mineuses (CURTIS, 1972), génétiques (BAKER, 1956 ; DABOUSSI-BAREYRE et al, 

1979 ; BABAI-AHARY et al, 1982) et biochimiques (PARISOT, 1983). Ce champignon 

représente sans doute un modèle d'études la maniere des AiZomgces, Neuros- 
pora, Schizophy ZZm, Copmnus, . . . 

Quant au N. gazligena, s'il fait l'objet de recherches variées 

(BERDUCOU, 1956) . : BELTRA et al, 1369 ; LAHOZ et al, 1970 ; TARIS et al, 197 

MARCHAL et al, 1970 ; BARTHE, 1971 ; BROWN et SWINBURNE, 1974), plus précisément 

sa sexualisation est obtenue dax des conditions de culture pure qui, selon les 

auteurs, peuvent être résumées ainsi : 

- gélose au malt (WILTSHIRE, 1920) , 
- milieux amylacés solides glycérinés, a la température du laboratoire 

(CAYLEY, 1921 ; RICHTER, 19281, 

- substrats hôtes ou farines de céréales gélosées, 21 OC (LORTIE, 19641, 
- milieux naturels divers,solides ou liquides, 18 OC (LACOSTE et DEHORTER, 1973) 
- milieux au malt ou semi-synthétiques gélosés, 25 OC (KRUGER, 1974b), 
- substrats 3 base de malt ou d'extrait de levure gélosés,,20 OC (WESSEL, 1977). 

D'autres essais (VINOGRADOVA, 1957 ; BERDUCOU, 1956) n'ont abouti qu'à 

j 
l 

la formation de péritheces stériles. 
l 

Globalement, la production, in vitro, des ascocarpes du N. g a ~ ~ i g e n a  

dépend donc de suDstratssolides de composition indéfinie, de températures flue- 

] tuantes et d'une longue période d'incubation en présence de lumière. Au flou 

1 de cet environnement, peut-on opposer les définitions d'un milieu synthétique 

1 
'liquide et d'une régulation thermique qui pe&=ettent de préciser, toutes condi- 

1 tions favorables par ailleurs, le déterminisme sexué du N. gazligena en fonctior 

de ses exigences nutritionnelles et thermiques : sujets, respectivement, des pre 

mier et second chapitres de cette deuxième partie de notre travail. 



C H A P I T R E  1 

CONDITIONS NUTRITIONNELLES DE LA PRODUCTION PÉRITHÉCIALE 

DU Na GALLIGENA, 

Les réponses sexuées du N. gatligena, étudiées en fonction, soit de 

nombreux substrats naturels, soit des variations de la composition minérale, 

vitaminique, carbonée, azotée et du pH d'un milieu synthétique, sont obtenues 

dans des conditions générales de culture où : 

- les inoculums sont composés de fragments mycéliens issus d'une souche 
monoascale, 

- l'incubation, d'une durée minimale de 30 jours, s'effectue constamment 
la température de 18 OC, 

- chaque expérience comporte deux lots : l'un placé a l'obscurité permanente, 
l'autre soumis a un éclairement (750 w~cm") nycthéméral en iumière blanche 
( 12&/ 12h0), ' 

- les substrats sont employés sous les formes solide et -ou- liquiderdans ce 
dernier cas, peut être évaluée la croissance pondekale du mycélium par unité 

de culture (boîte de ROUX contenant 100 ml de milieu). 



Il - EXPÉRIENCE P R É L I M I N A I R E  : INFLUENCE GLOBALE DE LA 
NATURE DU SUBSTRAT 

Ce t r a v a i l  rend compte de i a  production pér i théc ia le  du N. gaZzigena 1 

ensemencé sur  23 milieux so l ides  M l  à M23, il représente un c r i t è r e  de com- , 
paraison, au plan trophique, du IV. gaztigena avec de nombreux Mycètes qui  son t ,  

l e  plus  souvent, uniquement cu l t ivés  dans ces conditions. 

Tous l e s  substrats,  naturels  pour l a  plupar t ,  sont cho is i s  en fonction 

de l a  plante hôte,  de leur  u t i l i s a t i o n  classique en mycologie e t  de leur  

valeur éprouvée chez divers  Nectria. 

1.- COi'IDITIONS EXPERIMENTALES ......................... 
Parmi l e s  23 milieux, tous sont gélosés e t  a ju s t é s  3 pH St5 ,  sauf deux 

(Ml0 e t  M11) qu i ,  sous forne de fragments, sont i n t rodu i t s  dans des tubes de 

Rcux contenant 10 m l  d'eau d i s t i l l é e .  

Les décoctions (M2, M3, Ml2 à M19) sont obtenues de matières qui ,  après  

pesée, sont broyées au "Waring Blendor", mises en suspension dans l ' e au  d i s t i l -  

l é e  e t  placées à 65 OC pendant 15 heures. El les  son t  gélosées dans c e t  é t a t  
1 

(décoctions : M2 e t  M l 2  M17) ou après centr i fugat ion puis  f i l t r a t i o n  su r  

ver re  f r i t t é  ( f i l t r a t s  de décoction : M3, Ml8 e t  M19;. 

a)  La & o h  qemie t cd  hub&r.a~2 d o n t  ii.cfmvenh,noud . t h o h  

domes,& pommien : hôte commun du champignon, aoLt : 

M l  : fragments de branche (longueur : 10 cm, diamètre : 1 cm) inclus  dans de 

l 'eau d i s t i l l é e  gélosée 

M2 : décoction (SOg/l) de rameaux 

M3 : f i l t r a t  de décoction (50g/l) de rameaux 

b) La trdieux aLUvaw2, a è a  W i n  p o u  l e  divdoppemevLt 
dongique, conLiennent p o m  : 

M4 : du jus de tomates e t  de légumes (V8-Juice Campbell Soup. Co.) d i lué  au 

quart dans l ' e au  d i s t i l l é e  additionnée de 3g/l  de carbonate de calcium 

M5 : de l a  f a r ine  de mals (17g/l,  Corn Meal agar-Difcolabo) 

M6 : de l ' e x t r a i t  de malt ( lOg/lr  Eiio-Mérieux) 

M7 : de l ' e x t r a i t  de levure (20g/l,  Bio-Mérieux) 



M8 : de l'eau de pomme de terre (50g/l) 

M9 : de l'eau de pomme de terre (50g/l) additionnée de glucose (1og/l) 

M10: de fragments de racine de carotte 

M11: des fragments de tubercule de pomme de terre au contact d'eau distillée 

glycérinée 2i 1 % (CAYLEY, 1921) 

- - -  

C) L e b  a u b d W ,  oi-decsaaw, d o n t  camaXtuéb de &urine 
de cén6deb, d o k t  en : 

M12, 13 et 14 : des décoctions d'avoine, respectivement 20, 40 et 60g/l 

Ml5 : une décoction d'un mélange d'avoine (lOg/l) et d'orge (10g/l) 

Ml6 et 17 : des décoctions de mélanges (20 et 40g/l) à parts égales d'avoine 

et de blé 

Ml8 et 19 : des filtrats de décoctions (40g/l) Ml3 et Ml7 

M22 : N. haematococca (CURTIS, 1969) 

M23 : N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a) 

D'une part, le glucose aux concentrations de 5, 10 et 15g/l et , d'autre 
part, l'extrait de levure (2g/l), le nitrate d'ammonium (lg/l) et le nitrate 

de sodium (5g/l) constituent respectivement les sources carbonées et azotées 

:des milieux M20, 21 et 22. Leur composition minérale se rapproche, pour l'es- 

sentiel, de celle du substrat M23 qui est définie dans sa totalité par ailleurs 

(page 9 . 
2. - RESULTATS --------- 

Les réponses sexuées du N. gazzigena, a ces 23 conditions trophiques sont 
hdiquées dans Le tableau 4. 



2, Résultats  ----- 

Les réponses sexuées du N. gazligena, a ces 23 conditions 

trophiques sont indiquées dans l e  tableau 4. I 

NATURE DES MILIEUX 
PRODUCTION 

PERITHEC IALE 

Min. Max. Moy. 
1. Milieux hôtes  3 base de pommier ............................... 

M l  : fragments de branche 98 164 128 
M2 : décoction de rameaux (50g/l) 9 8 164 125 
M3 : f i l t r a t  de décoction de rameaux (50g/l) 7 16 11 

2. Milieux de cul ture  fongique usuels .................................. 
- 

,#< M4 : jus V 8  Li i M5 : f a r ine  de mais (17g/l) 
: *  

k+d1 
M6 : e x t r a i t  de malt (10g/l) 
M7 : e x t r a i t  de levure (20g/l) 
M8 : eau de pomme de t e r r e  (50g/l) 
M9 : eau de pomme de t e r r e  (50g/l) glucosé 1% 
Ml0 : fragments de racines  de caro t te  
Ml1 : fragments de tilbercules de ppme de t e r r -  

glycérinés 

3. Milieux 3 base de céréales  .......................... 
Ml2 : décoction d'avoine (20g/l) 
Ml3 : décoction d'avoine (40g/l) 
Ml4 : décoction d'avoine (60g/l) 
Ml5 : décoction (2Og/l) d'avoine e t  d'orge 
Ml6 : décoction (20g/l) d'avoine e t  de blé 
Ml7 : décoction (40g/l) d'avoine e t  de blé 
Ml8 : f i l t r a t  de décoction d'avoine (4Og/l) 
Ml9 : f i l t r a t  de décoction (40g/l) d'avoine 

b lé  

4. Milieux synth6tiques (ou part iel lement déf in i s ) /  ............................................... 

M20 : milieu de KRUGER (1974b) 
M21 : n i l i e u  de HANLIN (1961) 
M22 : milieu de CURTIS (1969) 
M23 : milieu de DEHORTER e t  PERRIN (1983a) 

Legende : Lu c W u ,  d'une d u t e  de 30 j o m ,  s o n t  / r & U é u  à 18  OC, 

en pké~ence de lumièrre blanche ( 12hL/ 12h0, 750 



a) A l'évidence, tous les milieux 2a base de farine de céréales 

(Ml2 a Ml91 multiplient le nombre d'ascocarpes fertiles du N .  gazzigena. Ainsi, 

ces apports nutritionnels sont souvent retenus pour la sexualisation de nombreuses 

especes de Nectria (SAMUELS, 1973 ; TAYEL et HASTIE, 1975) dont le N .  gaZZigena 

(LORTIE, 1964) . 
b) A un degré moindre, les milieux hôte (Ml et M2), jus 

"V8" (M4), eau de pomme de terre (M8) et synthétique (M23) représentent aussi 

des bases trophiques favorables à la fructification parfaite, in vitro, de 

l'agent de chancre du pommier. 

Ces données prouvent l'intérêt d'emploi du milieu-hôte (LACOSTE, 1965) 

quand débute l'expérimentation au laboratoire. Dans ce cas, c'est uniquement 

la présence de la totalité des composants de la branche de pommier, pulvérisée 

(M2) ou non (Ml) qui assure une importante sexualisation alors que les seules 

substances hydrosolubles (M3), extraites à 65 OC, n'y suffisent que très peu. 

Le substrat "jus V8", optimal pour la fructification parfaite du 

N. haematococca (QURESHI et PAGE, 1972) favorise également celles des N. ditissima 

(DEHORTER et PERRIN, 1983a), N. coccinea (DEBRAY, 1982) et N. gazzigena dans le 

cas présent. 

La production périthéciale du N. gazligena constaté sur eau de pomme de 

terre (M8) regresse fortement apres addition de glucose (Mg) mais elle n'est 

pas totalement inhibée contrairement à des observations (LORTIE, 1964 ; LACOSTE 

et DEHORTER, 1973) réalisées sur des souches homothalliques de ce parasite. A 

l'inverse, cet apport glucosé (milieu P.D.A.) stimule le nombre d'ascocarpes 

fertiles du N. ditissima. 

Le développement sexué des N. gaZZigsna et N. ditissima sur le milieu 

synthétique M23 offre d'excellentes possibilités d'études comparatives du rôle 

des divers composants de ce substrat . 
c) Les conclusions de CAYLEY (1921) et KRUGER (1974b)sont 

ici corroborées par une formation, quoique très moyenne, d'ascocarpes du 

N. gaZligena sur les milieux Ml1 et M20. 

d) Enfin, l'absence de structuressexuées du N. gazzigena 

.sur les milieux aux extraits de malt (M6) ou de levure (M7) et synthétique 

(M21 et M22) le distingue d'autres espèces ou souches de Nectria : 

N. gzioc tadioïdes (HANLIN, 196 1) N. haematococca (CURTIS , 1969) , N. coccinea 

(PARKER, 1976) et N. goztigena (WESSEL, 1977) . 



3.- CONCLUSION I ---------- 
En résumé, a la température de 18 OC et en présence de lumière, 19 parmi 

les 23 substrats nutritifs éprouvés autorisent la fructification parfaite du , 
N. gazzigena. Celle-ci, a l'opposé des stades végétatif et asexué, est absent? 

1 

dans toutes les séries culturales maintenues 3 l'obscurité permanente. 

Trois milieux, outre leur valeur. pour la sexualisation du champignon, 

nous semble d'un intérêt plus particulier : 

- le premier,formé de branchesde pommier (Ml) pour maintenir, à long terme, 

les potentialités du parasite ; 

- le second,constitué d'un filtrat de décoction (40g/l) d'avoine et de blé 
pour induire une quantité maximale d'ascocarpes; l 

- le troisième,synthétigue (M23) en raison même de sa composition chimiquement 
définie. 

Cette expérimentation représente une approche nutritionnelle du déter- 

minisme sexué du 1, gazligena mais aussi d'une façon simple, un terme de 

comparaison des souches ou espgces du genre Mectria. 

I I ,  - CHOIX DU MILIEU SYNTHÉTIBUE DE BASE 

Le nilieu synthétique M23, choisi en fonction des résultats précédents 

(tableau 4) et d'essais antérieurs (DEHORTER, 1972) sert de base aux expérimen- 

tations suivantes. Sa composition, rappelée ci-dessous, qui satisfait à la mor- 

phogenèse du N. gaZZigena, répond aux exigences fondamentales des organismes 

fongiques et aux principaux critèrës, énoncés dans ce sens, par de nombreux 

auteurs. 



. éléments minéraz : - - - - - - -  
*2'O4 : 800mg FeS04, 7H20/EDTANa : 15mg/lOmg 

Na H2P04, H20 : 100 mg B03H3 : 3 mg 

Ca Cl2 : 50 mg CuSO 5H20 
4 ' : 1 mg 

. vitamines : - - - - - 
Thiamine (bichlorure) : 0, 2 qq 

Fyridoxine (hydrochlorure) : 0, 2 ma 

Biotine (D+) 0,01 mg 

. sources azotees : - - - - - - - -  
Acide L-glutamique : 352 mg 

L-alanine : 212 mg 100 mg d'azote /L 

L-asparagine, H20 : 162 mg / 
. source carbonée : - - - - - - - -  
Maltose (D+) : 4 800 mg / 2 g de carbone /L 

. eau distillée : - - - - - - -  
1 000 ml ; pH : 5,s 

En modifiant, successivement, la composition minérale, vitaminique, carbonée, 

azotée et le pH de cet ensemble M23, nous essaierons de préciser les effets des 

variations qualitatives et quantitatives de ces facteurs sur le développement du 
1 

N. gaz Zigena. 

De fait, plutôt que de rechercher à optimiser le milieu M23 déja très favo- 1 

rable a la production périthéciale, noustenterorsde définir certaines particulari- 
tés trophiques de la sexualisation comparativement aux développements mycélien et 

asexué du N. gaZZigena. 



III' - INFLUENCE DE LA COMPOSITION MINERALE ET VITAMINIQUE 

Deux séries expérimentales composent cette étude. , 

1.- PREMIERE SERIE EXPERIMENTALE ............................ 
Elle établit les effets des modifications du contenu minéral et vitaminiqu 

du milieu M23 sur la croissance mycélienne et la production périthéciale du 

N. gaZZigena, en culturesr liquide et gélosée, réalisées à 18 OC et à la lumière. 

a) Made -=-=-= opéta;tohe =-=-=-=-  

Le substrat M23 de référence (T) subit huit modifications successives qui 

entraînent l'absence soit : I 

- du potassium : M23 - KH PO / + NaH2P04, ~~0 : 910 mç* 
2 4 

- des phosphates : M23 - (KH2P04 + Na H2P04, H~o)/ + K2S04 = 607 mg* 

- du calcium : M23 - Ca Cl2 
- du fer : M23 - Fe S04, 7H20 
- du zinc : M23 - Zn S04, 7H20 
- des microéléments : bore, cuivre, manganèse et molybdène I 

: M23 - (BO H + CUSO~, 5H20 + MnS04, H O + MoNa204, 2H20) 
3 3 2 

- des vitamines :. M23 - (bichlorure de thiamine + hydrochlorure de pyridoxine 
biotine) 

* Dans les 2 premiers cas, les pertes en potassium et en phosphate dûes a l1absen{ 

de phosphate monopotassique (KX PO ) sont exactement compensées par, respectiveme: 2 4 
l'addition de sulfate de potassium (K SO : 610 mg) et par l'augmentation de la te 2 4 
neur en phosphate de sodium (NaH2P04, H20 : 910 mg). 

Les conséquences de ces huit omissions sont observées : 

- au niveau de la valeur pondérale du mycélium qui est mesurée après 11 et 30 jeu 
d' incubation sur milieu. liquide 

- au plan de la production de périthèces fertiles qui est obtenue sur les culture 
gélosée et liquide , au 306 jour. 

REMARQUE : - --- 
Hormis les habituelles précautions d'usage, ces expériences n'ont pas donné lieu 

un traitement particulier de la verrerie ou des produits chimiques employés, auss 

l'absence d'un élément du milieu, par le fait de sa non-incorporation, après pesé 

dans le substrat, n'exclut-elle pas sa présence éventuelle sous forme d'impuretés 



Les résultats de cette première série expérimentale sont reportés dans 

le tableau 5. 

Tableau 5 : Tn~luence de Xa c a m p o ~ X a n  m i n é d e  et viAamLnique du W e u  n u $  
l hm Le dév&oppemevl;t du 1. qattigena. 

C U L T U R E  L I Q U I D E  C U L T U R E  G E L O S É E  

l 
Mycélium (mg/fiole) 2 PH R. sexuée 

4 - Production Périthéciale 5 .................... --------- ---------- ......................... 
1 

11éjour 30èjour 30éjour Indice Min. Max. I 
1 M23 
M23 

M23 phosphates- 

M23 magnésium- 

M23 calcium- 

M23 fer- 

M23 zinc- 

M23 microéléments- 

M23 vitamines- 

, Légende : Taw lu héa&aA 4ovl;t obtenu de c W u  ebdectuéu à 76 O C ,  aow un 
éd&emevl;t de Lmièrre blanche ( 7 2 hL/ 7 2h0, 750 u W ~ r n - ~  1 . 

7 .  l e  b i g  ne ( - 1 indique que l e  ( 4  1 compuhé ( A  1 couzciidéxé ( A  1 ne diggune ( vi;t1 pas dam 
l l e  &eu A ynthëfique M23. 

2 .  poids de mycëfium Lyopkieidé ( m g l b u Z t e  de. Roux1 obtenu aphèn 1 7  et 30 j o w  de 

3 .  pH du W u  cuR;twtd m u m é  aphèa 30 j o w  dlincuba;tian c W e  

4 .  Le nombhe d l  ascocc~~pu/boZ.te de Roux, q u i  u A  &&aLLvement p h a p o ~ a n n &  au 
nambrre de m o i x  ( +  1 , u A  Ampamkw-t (+++ ) moyen (++ 1 ou @ibLe ( +  1 . 

5.  phaduc;tian de p é u h è c u  b M u  p u  Aube de W e u  gélané obtenue apxhd 
30 j o w .  



tLmaqueir : 

- l a  quasi-null i té de  tou t  développement sur  l e s  milieux dépourvus, s o i t  de 

potassium, de phosphore e t  de magnésium, a i n s i  se  confirme l e  r ô l e  indis-  

pensable de ces éléments . 
- l a  s imil i tude des valeurs pondérales mycéliennes obtenues sur l e  milieuM23 , 

complet ou incomplet par manque de f e r ,  de calcium ou de vitamines. 

- l e s  modificationss dûes aux absences des microéléments e t  du s u l f a t e  de 

zinc : 

. s o i t ,  dans l e  prenier cas ,  une croissance au p r o f i l  normal, optimale 

au 11& jour, mais pondéralement plus f a i b l e ,  

. s o i t ,  par manque de zinc,  une f o r t e  diminution de l a  masse fongique, 

mesurée l e  11è jour, .qui t r a d u i t  l e  r e t a r d  du développement fongique. 

Ces r é s u l t a t s  ne mettent pas en cause l e  pH du milieu compris, finalement 

dans tous l e s  essa i s ,  entre  6,4 e t  6,8. 

B )  Au plan de la phodurdion p é & i ~ L d e ,  ce.&taivlcl hé- 

cîiO6Eh2n.t 60ndameWemevLt a c l o n  t a  natwLe /saf ide ou fiqlUde du 

m u  : 

- en cu l tu r e  gélosée, s i  toutes  l e s  carences éprouvées, qu i  au tor i sen t  une 

croissance végétative suffisante,diininuent l e  nombred'ascocarpes f e r t i l e s  

aucune d ' e l l e s  n'empêche cependant l a  d i f fé renc ia t ion  sexuée. Nous pouvons 

déduire de  ces r é s u l t a t s  que l ' incorporat ion dans l e  milieu n u t r i t i f ,  

s o i t  de s  vitamines ou du calcium, s o i t  du f e r  ou des microéléments, s o i t ,  

enf in ,  du zinc, stimule soit faiblement, moyennement ou fortement l a  produc 

tion pér i théc ia le .  

- en milieu aqueux, l e  manque de microéléments ou de zinc entraîne une inhi- 

bit ion de l a  production pér i théc ia le .  Ces r é s u l t a t s  d6montrent une spéc i f i -  

c i t é  des besoins n u t r i t i f s  de l a  f ruc t i f i c a t i on  p a r f a i t e  comparés à ceux 

qui permettent l e s  développements végétat i f  e t  asexué. En outre ,  i l s  indi-  

quent l ' in f luence  de l a  formulation sol ide  ou l iquide du subs t ra t  s u r  l e s  

réponses sexuées du champignon. Ainsi l a  gé l i f i c a t i on  du milieu masque 

l ' e f f e t  d ' induction sexuée observée en phase l iquide e t  ne permet de con- 

clure qu 'a  une st imulation de l a  production pér i théc ia le  provoquée par 

l ' appor t  des microéléments ou du zinc. 

De même, l a  cu l tu re  l iquide accentue t r è s  fortement, par  rapport au milieu 

gélosé, l a  diminution du nombre d'ascocarpes f e r t i l e s  l i é e  aux carences en 

f e r  ou en calcium. 



1 '  
I 

2.- DEUXIEME SERIE EXPERIMENTALE ............................ 
Du fait, constaté précédemment, de l'j.nexistenced'.laçcocarpes sur lesmilieux 

liquideoù manquent, soit le groupe des microéléments, soit le zinc, nous 

avons, repectivement, recherché : 

, - si l'inhibition sexuée peut être provoquée par l'absence d'un seul des quatre 
l 
1 

microéléments :.bore, manganèse, molybdène et cuivre (lère expérience) 

~ - la concentration en sulfate de zinc optimale pour la production périthéciale 
I (2ème expérience). 

Dans les deux cas, les cultures sont effectuées à 18 OC, à la lumière 
1 

I (12hL/12h0, 750 ~Wcm'~) et, uniquement, en milieu liquide. 

a) - - - - - - - - - - - - - - - - -=- - - - - -  P&&&L~. gxpé&L-ce-:-igdluence =-=---=-=-=---=-=-=-=-=- d a  ~choéLéme& 

Le champignon se développe sur quatre substrats qui, par rapport au milieu 

M23 complet, sont déficients soit en bore (BO,H,), soit en manganèse (MnSC4, H20), 

en molybdene (MoNa2 04, 2H, O) , soit en cuivre (CuS04, Hz O) . 
Après 30 jours d'incubation, les productions mycéliennes et périthéciales 

sont comparables, dans les quatre essais, à celles du milieu de référérence. 

Ainsi, aucune des quatre carences n'empêche séparément la différenciation 

sexuée dont l'inhibition relève de l'absence simultanée du bore, du manganèse, du 

I molybdène et du cuivre. 

b VcuziErne - - - - - - - - - - - - - - - - -=- -  expé-icnce- =&zd&~pn$g=@j - $&zc 
Cette expérimentation rapporte la production périthéciale du N. gazligena 

en fonction de l'incorporation, au substrat M23, de différentes quantités de sul- 

fate de zinc (ZnS04, 7H20) soit : 0, 1, 5, 10, 15, 30 et 60 mg/l. 

Après un mois de culture, l'inhibition de la reproduction sexuée, qui est 

confirmée en l'absence de zinc est levée dans tous les cas d'addition de ce cation. 

Des apports de sulfate de zinc de 1 mg/l (minimum) et de 15 mg/l(optimum) entrai- 

nent la formation d'un nombre d'ascocarpes (/bolte de ROUX) évaluée, respective- 

ment, selon les indices + et +++. 

3.- DISCUSSION ---------- 
Chez le N. gazligena, le fer, le calcium et les vitamines présents dans 

le milieu M23, qui n'interviennent aucunement sur la croissance pondérale du my- 

célium, représentent donc des stimulants propres à la reproduction sexuée. Des 

effets semblables leur sont attribués : pour le fer chez des Leptosphaeria sp. 

(LACOSTE, 1965) ; pour le calcium chez des Chaetomiwn sp.(BASU, 1951) ; pour les 

vitamines chez des Ceratocystis sp. (KAARIK, 196'0) . 



L'autotrophie du N. gazligena vis-a-vis des vitamines contraste avec les 

fréquenteshétérotrophies fongiques constatées pour ces facteurs de croissance 

(FRIES, 1965). Ces exigences en vitamines, BI et H notamment, peuvent affecter 

des stades divers de la morphogenèse fongique. Ainsi, par exemple, elles concerne 

- totalement, la croissance mycélienne et donc la reproduction du Gnomonia 

ZeptosQZa (FAYRET, 1975) hétérotrophe 3 la thiamine. 

- uniquement, la différenciation périthéciale des Leptosphaeria typhae (VIDAL et i 

1975) etSporo-eZZamZnima (ASINA et al, 1977) exigents en biotine. 

- spécifiquement , 1 ' ascosporogenèse du Sordaria macrospora ( H ~ K  etS.al, 1976) 

dépendant de la biotine. 

Deux conditions trophiques spécifiques de l'induction sexuée du IV. gaZZig6 

sont réalisées par l'association de quatre microéléments (bore, molybdène, manga- 

nèse et cuivre) et par le zinc. 

Pour les premiers, leur importance est souvent signalée pour les dévelop- 

pements végétatif (COCHRANE, 1958) ou sexué (TURIAN, 1978) des champignons. Ils 

figurent , donc, dans de nombreux milieu artificiels. 

Diverses recherches témoignent de l'effet du zinc sur la croissance mycél. 

ne qui est fortement dépendante de ce cation chez : Monoascus purpureus (Mc HAW 

et JOHNSON, 1970), VerticiZZiwn a t b o - a t m  (THRONEBERRY, 1973) ou HeZminthosporiz 

cynodontis (PUGLIESE et WHITE, 1973). Le zinc influence aussi directement la di£' 

f érenciation sexuée : 

- soit en multipliant le nombre des périthèces des PeniciZZiwn sp. (BHATTP-CILiARYYA 

et BASU, 1962) , Yenturia inaequazis (Ross et HAMLIN, 1965) , GZomereZZa cinguZa 

(SINGH et SIIANKAR, 1972) ou PymctlZaPia sp. (YAEGASHI et HEBERT, 19763 . 
- soit en favorisant, plus spécifiquement, l'ascosporogenèse : JTeurospora (TURIA. 

1966), Podosordaria Zepomna (KOEHN, 1971), Saccharomyces cerevisiae (BILINSKI 

et MILLEX, 1980) . 
Pour ces chercheurs, le zinc, incorporé au milieu de culture, peut provo- 

quer des effets physiologiques multiples : 

- d'ordre métabolique., ce,cation favoriserait l'utilisation des sucres ou inter 

viendrait dans la composition et l'activité de certaines enzymes -(malate synth 

isocitrate lyase, glutamate déshydrogénase), 

- au niveau de la division cellulaire, le zinc pourrait influer sur la synthèse 
acides nucléiques (ARN notamment) et sur la stabilité du fuseau chromosomique. 

Chez le N. gazligena, l'activité du zinc parait remarquable dans la mesu] 

où son absence du milieu M23 annule la différenciation sexuée malgré un dévelop- 

pement végétatif conséquent. Elle constitue un exemple de spécificité nutrition- 

nelle de la fructification parfaite par rapport 3 la croissance mycélienne et & 

la conidiogenèse de ce champignon. 



i I V ,  - INFLUENCE DE LA N/IJ!JRE DES SOURCES DE CARBONE 

L'hétérotrophie au carbone des champignons soumet leur développement 3 la 

présence, dans leur environnement, d'une source carbonée organique. La nature, très 

I diverse, de celle-ci qui, in vitro, est incorporée aux substrats reflete alors la 

1 variabilité des potentialités enzymatiquesde ces organismes fongiques et rend 

1 aléatoire, toute généralisation. 
l 
I 
l La présente expérimentation recherche l'influence de la qualité de la nutri- 

tion carbonée sur la croissance mycélienne et la reproduction sexuée du N. gaZZigena 

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES ......................... 
Le maltose du milieu M23 est remplacé, successivement, par 20 sources car- 

bonées qui sont éprouvées, chacune, ?I la concentration de 2g de C/L. Sur les 21 sub- 

strats ainsi confectionnés, la croissance mycélienne du N. gaZZigena est mesurée 

après 11 et 30 jours d'incubation en milieu liquide ; la reproduction sexuée est 

observée, au niveau des cultures gélosées et liquides, après 1 mois de développement 

2 .  - RESULTATS --------- 
Les résultats de ces essais, effectués à 18 OC sous éclairement !12hL/12hO, 

750 FWC~-~), sont reportés dans le tableau 6. 

Dans l'ensemble, une grande majorité de substrats carbonés permet le dévelop- 

pement végétatif mais également sexué du N. gazzigena. 

a) Ctro&ance -=---=-=-=-= rnycifienne - - = - X e = -  

Les mesures pondérales caractérisent trois formes de développement : 

- nu.t.te Ou @bXe , en présence d'acétate de sodium et d'arabinose qui agissent 
d'une manière similaire, pour le premier chez : Cercospora beticoZa (Mc LEANet 

al, 1976 a et b),Sporomi@ZZa sP.(ASINA et al, 1977) ; LeptosphaeKa typhae (VIDAL, 

1983) et pour le second chez Podosordaria ZeporZna (KOEfRJ, 1971). Au contraire, 

l'acétate de sodium favorise la croissance d'Ascobozus imersus (YU-SUN, 1964) 

et le pentose celle du Nectria haematococca (QURESHI et PAGE, 1972). 

- maywne, au contact du rhamnose, fructose, lactose, tylose etdes sels d'acides 
organiques autres que l'acétate où la métabolisation de ces derniers détermine 

une forte basicité du milieu. 

- opZbndcl, sur les milieux qui comprennent : des pentoses (xylose. ou ribose), des 
hexoses (glucose ou galactose), des diholosides (maltose, saccharose ou 

cellobiose), des polyosides(raffinose, dextrines ou amidon), le mannitol. Ainsi, 

aucune classe particulière de glucides ne s'impose pour constituer le substrat 

idéal ?I la croissance du N. gazligena. 



Tableau b : in&tuence de l a  natwre d a  aouhca de cahbone A ~ L  l e  dévdop- 
m e n t  du N.  galtigena. 

1 

Sources de carbone 
1 

CULTURE LIQUIDE CULTURE GELOSEE 

2g de C/L Mycelium (mg/fiole) 
2 ,pn3 R. sexuée 

4 

----------------- -------- ---------- Production Périthéciale ........................ 
Il& jour 30& jour 30e jour Indice Min. Max. M O ~  . 

D (+) Xylose 

D (-) Arabinose 

D (-) Ribose 

D (-) Rhamnose 

(+) Galactose 

D (+) Lactose 

D (+) Maltose 

D (+) Saccharose 

D (+) Cellobiose 

Raf f inase-H, C 

Dextrines 

Amidon soluble 

Tylose 

D (-1 Mannitol 

Cit?zate 

Malate 

Succinate 

m u v a t e  

Acétate 

Légende: itou lu ah& ont é;té t é m é a  à 18 O C  aoun un EceaVrment en 
W è t e  bhnche (72hL/12h0, 350  j ~ ( d c m - ~  

2-3-4-5-  VcXh Légende du ;tableau 5. 



Deux types de réponses, opposés sans terme moyen, caractérisent l'influence 

de la nutrition carbonée sur la production périthéciale qui peut donc être, selon 

les cas, nulle ou importante. 

a )  ~ h - i b ~ o n  a u u é e  

L'absence de toute différenciation sexuée résulte de la substitution du mal- 

tose par l'arabinose, le tylose (méthylcellulose) et les sels d'acides organiques. 

Nous avons pu confirmer, ici, l'effet anti-périthécial de l'acétate (Neurospora 

crassa, TURIAN, 1970 ; LeptosphaeYYia typhae - VIDAL, 1983) où ce composé, addition 
né (5g/l) au milieu M23 complet, autorise alors la croissance mycélienne du 

N. gazzigena mais non sa sexualisation. Un semblable résultat est obtenu pour le 

N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a) qui ne fructifie pas sur les substrats 

décrits. Par contre, ces derniers base d'arabinose, de méthyl-cellulose ou 

d'acides organiques stimulent la formation des périthèces, respectivement, du 

N. haematococca (QURESHI et PAGE, 1972) , des Leptosphaeria sp. (LACOSTE, 1965) et 

du Ceratocystis fimbr-iata (THUILLIER et NEUMANN, 1982). 

BI S & W a n  p é a h é c i d e  

Indépendamment de la formulation liquide ou solide du milieu, les plus 

grands nombres d'ascocarpes fertiles différenciés par les cultures sur xylose et 

galactose corroborent les travaux qui reconnaissent aux pentoses et hexoses une 

efficacité supérieure aux autres glucides. Témoignent, de cette observation, les 

réponses sexuées des Pyrénomycètes suivants : Neurospora crassa (WESTERGAARD et 

MITCHELL, 1947), Nectria gZiocZadioïdes et N. ipomaeae (HANLIN, 1961), RoseZZinia 

Zimoniispora (HAYMAN, 19631, Podosordaria Zeporina (KOEHN, 19711, L. typhae 

(VIDAL et ai, 1975) . 

Mais parallèlement, le niveau élevé de fructification du N. gazligena mis 

en présence de maltose, des dextrines ou d'amidon, appuie les conclusions de 

COCHRANE (1958) qui font prévaloir le rôle sexué des di-et-poly-holosides. Con- 

firme , ce fait, la formation optimale d'ascocarpes de divers Ascomycètes (HAWKER, 
1939 ; HAWKER et CHAUDHURI, 1946), du Ceratocystis variospora (CAMPBELL, 1958) ou 

d'espèces dgAnthracobia (ECHTLER et SCHRANTZ, 1975). 

En définitive, hormis le cas particulier de acides organiques, aucun groupe 

de compos&s carbonés n'exclut, globalement, la différenciation sexuée du 

N. gazligena comme l'ensemble des pentoses qui inhibe la sexualisation des 

Ventur$a inaequazis (ROSS et HAMLIN, 1965) ou Gnomonia Zeptostyza (FAYRET, 1975) . 
Dans ce sens, apparait la multiplicité des potentialités enzymatiques du 

N. qatligena. 



3. - CONCLUSIONS ----------- 
En se référant à l'ensemble de nos mesures, nous pouvons observer que la 

filière amidon soluble -dextrines- maltose favorise davantage tous les aspects I 

de la morphogen&se du 11. ga'l.ligena. Dans ce cas, le maltose représente la meil- 

leure solution au probl5me delalnutrition carbonée de ce champignon. Ce mëme choi 

du maltose s'impose à de nombreux auteurs qui étudient la sexualisation des l 

Pyrénomycètes : Sordaria fimicoza (HALL, 1971), Arachniotus aZbicans (LACOSTE , 
et DUJARDIN, 1972), N. haematococca (QUERSHI et PAGE, 1972), Cazonectria 

camezziae (SHIPTON, 1977), N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a) ...... 
A l'exception du lactose, toutes les sources carbonées qui stimulent la 

croissance mycélienne du N. gazzigena agissent de mëme sur sa différenciation 

sexuée. Au contraire, les composés qui réduisent le développement mycélien du 

champignon inhibent sa sexualisation sans compromettre, toutefois, sa conidiogenè 

VI  - INFLUENCE DE LA NATURE DE L A  SOURCE D'AZOTE 

L'auxotrophie des champignons pour l'azote impose la présence de cet &lé- 

ment dans les substrats nutritifs où il parait exercer, sur la morphogenèse fon- 

gique, un rôle plus spécifique que la source carbonée (DAS GUPTA et NANDI, 195; 

L'influence de la qualité de la nutrition azotée sur le développement du 

N. gaztigena est appréciée au niveau de la croissance mycélienne et de la pro- 

duction périthéciale du champignon, en cultures liquide et gélosée, dans des 

conditions d'incubation définies précédemment. 

1.- CONDITIONS NUTRITIVES ..................... 
Trente sources d'azote minéral ou organique distinctes (tableau 7) sont 

introduites dans le milieu M23 et y remplacent,successivement, l'ensemble formé 

d ' acide glutamique, d' alanine, et d ' asparagine. 

Dans tous les cas, la teneur en azote du milieu est égale à 100 mg/l où no 

avons admis que l'hydrolysat de caseine (casamino acid Difco) renferme, 16 % d'az 

2. RESULTATS --------- 
Les résultats de ces essais, effectués 3 18 OC et en présence de lumière 

(12h~/12h0, 750 pWcm-') sont reportés dans le tableau 7 qui illustre l'influence 

de la qualité de la nutrition azotée sur les productions mycélienne: et périthé- 

Hormis la cytosine, toutes les sources azotées éprouvées supportent la crc 

sance mycélienne, qui, selon ses valeurs pondérales mesurées après 11 et 30 jou~ 

d' incubation, apparait : 



Tableau 7 : Tn~lumce de La naituhe d u  bouhcu dfazo.te hm l e  développement 
du N. gaztigena. 

1 
Sources d'azote CULTURE LIQUIDE CULTURE GELOSEE 

2 3 4 
(100mg N2 /LI Mycélium (ng/ Fiole) pK R. sexuée Production périthéciale 5 

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

Il& jour 30é jour 30é jour Indice Min. Max. MOY- 1 

SulEate d'ammonium 

Chlorure d ' ammonium 
Glutamine 

L-lysine 

L-arginine 

L-cystéine 

L-cystine 

L-méthionine 

Cytosine 

Nitrate d 'ammonium 

DL-valine 

L-leucine 

L-isoleucine 

L- histidine . 
, 

L-proline 

L-phénylalanine 

L-tyrosine 

Adénine 

Nitrate de potassium 

Glycocolle 

L-alanine 

L-sérine 

L-thréonine 

L-acide aspartique 

L-acide glutamique 

A c  g-amino-butyrique 

L-asparagine H, O 

L- tryptophane 

urée 203 154 4,6 ++ 
Hydrolysat de caséine 21 1 269 5 ++ 

T = GLU + ALA + ASN 26 5 178 6 r4 +++ 95 105 100 

Légende : t a u  lu u 4 a . d  o n t  é.té tréaeinéa à 1 8  O C  doun un éc&zhment en 
Lumi2rre blanche ( 7 2hL/ 7 2h0, 750 @cm-' 1 . 

2-3-4-5- V o h  légende du ZabCuu 5. 



7 2 

- rédui te  : sels d'ammonium, c y s t i n e  

- moyenne : glutamine, lys ine ,  h i s t i d i n e ,  c y s t i n e ,  méthionine e t ,  en  o u t r e ,  

l e n t e  : cys te ino ,  tryptophane, adénine 

- élevée : a lan ine ,  s é r i n e ,  ac ide  glutamique, asparine., e t c . . .  

Globalement, l e s  sels d'ammonium e t  l e s  ac ides  aminés soufrés  son t  donc 

faiblement ou lentement métabolisés par  l e  N. gazl igena où,dans ces  c a s ,  l a  r é g ~  

s ion  mycélienne e t  une a c i d i f i c a t i o n  t r è s  prononcée du mi l i eu  vont de p a i r .  I 

Selon l a  na ture  e t  l a  formulation gélosée  ou l i q u i d e  du s u b s t r a t  azoté ,  se 

dis t inguent  t r o i s  formes de réponse.. sexuée : 

a )  1nhLbiAian nexuée 
1 

Indépendamment de l a  na tu re  s o l i d e  -ou non- du s u b s t r a t ,  l a  glutamine, l a  

lys ine ,  l ' a r g i n i n e ,  l a  cys té ine ,  l a  cys t ine ,  l a  méthionine, l e s  ch lo ru re  e t  su: 

f a t e  d'ammonium empêchent l a  f r u c t i f i c a t i o n  p a r f a i t e .  La n e t t e  a c i d i t é  du mi l ie l  

provoquée p a r  l ' a s s i m i l a t i o n  de c e s  composés, peut  ê t r e  responsable de c e t t e  

inh ib i t ion  p é r i t h é c i a l e  qui ,  dans l e  cas  des  s e l s  d'ammonium, s 'observe  a u s s i  

pour Cera tocys t i s  variospora (CAMBELL, 1958 ; Hypomyces sozani  f. cucurbi tae  

( H I X  e t  BAKER, 1964) e t  Venturia inaequa l i s  (ROSS e t  HAMLIN, 1965) où,  chez c e  

de rn ie r ,  l a  n e u t r a l i s a t i o n  du m i l i e u  lève l ' e f f e t  i n h i b i t e u r  (ROSS e t  BREMMER, 1 

Dans l e  cas du N. gazl igena,  l e s  r é s u l t a t s o b t e n u s d e  l ' a d d i t i o n  du n i t r a t e  

d'amonium, q u i  s c  d i s t inguen t  e s sen t i e l l ement  de ceux d é c r i t s  précédemment (glù 

tamine, . . . ) ,  par  une f o r t e  production p é r i t h è c i a l e  s u r  m i l i e u  gélosé ,  suggèrent 

que l e s  cas  d ' i n h i b i t i o n  sexuée t o t a l e ,  d é c r i t s  ci-dessüs,  ne sont  pas  l e  f a i t  

d'une croissance  mycélienne e t  d 'un pH f a i b l e s  mais r e l è v e n t  directement de Ea 

nature  même de l a  source  azotée.  

6 )  1nducLi.on pétLi;théLde 

Une production d 'ascocarpes f e r t i l e s ,  souvent importante dont l e s  propor- 

t i o n s  ne s o n t n u l l e m e n t a l t é r é e s  pa r  l a  formulat ion,  l i q u i d e  ou non, du s u b s t r a t  

c a r a c t é r i s e  l e s  sources azotées su ivantes  : 

- acides glutamique, aspar t ique  ouJ'-amino-butyrique e t  asparagine iler groupe),  

- glycocol le ,  a l an ine ,  sé r ine ,  thréonine ,  u rée ,  hydrolysat  de casé ine  e t  n i t r a t c  

de potassium (2ème groupe) , 
- tryptophane. 

Ces d i v e r s  composés f a v o r i s e n t  l a  formation des pé r i thèces  du N. y z l i g e n ~  

q u i  peut ê t r e  : 

- t res  é levée  ( l e r  groupe) ,  

- élevée ( 2ème groupe) , 
- moyenne ( tryptophane) . 

Ils assuren t  également de bons rendements en mat ière  mycélienne e t  un 

maintien du pH f i n a l  du mil ieu e n t r e  4,5 e t  7 , 5 .  . . 
A 



6) Sex&aA;ian LndLLite (/aub~itrur;t g6loaé 1 - ou inhibée 

l 
I Cette troisième forme de réponse sexuée. du N. gazligena met en cause la 
i formulation liquide ou solide du substrat plus que sa nature azotée. Ainsi, le 
l 
1 

grand nombre d'ascocarpes fertiles comptés sur les milieux gélosés additionnésde 

I valine, leucine, isoleucine, histidine, proline, phénylalanine, tyrosine, adé- 

nine ou nitrate d'ammonium contraste, totalement, avec la stérilité sexuée du 

champignon incubé sur ces mêmes milieux, exception faite de leur état liquide. 

De telles discordances liées à la liquéfaction ou à la gélification du 

support trophique sont signalés au niveau des réactions sexuées du Nectria 

haematococca (QURESHI et PAGE, 1972) ou du Chaetomiwn aurem (GHORA et CHAU- 

DHURI, 1975). 

Chez le 1. gazzigena, cette inhibition périthéciale, uniquement en pha- 

se aqueuse, ne correspond pas, sauf pourl'adénineet le nitrate d'ammonium, à 

une déficience de la croissance mycélienne qui atteint, dès le llè jour, un 

niveau satisfaisant. Ainsi, seule 1 ' acidification des milieux (pH<4,5) semble 
alors justifier, par ses effets non atténués en culture liquide, la stérilité 

sexuée du N. gaz Zigena. 

C) & % q g - :  - - - -=--  &dRuence --=---=-=---=---=---=-=-=-=-=-=-=-=-=--  du pH iw du mLUeu n u 6  

Précgdemment, nous avons supposé que l'acidification accrue de certains 

milieux azotés, constatée après 30 jours de culture, serait : 

- soit, sans incidence, sur l'inhibition sexuée notée, simültanément, sur les 
formes gélosée et aqueuse d'un substrat (lère forme:.de réponse sexuée), 

l - soit, au contraire, la cause directe de l'absence périthéciale lorsque celle- 
ci est observée, uniquement en culture liquide (3ème forme de réponse sexuée). 

Afin de vérifier ces hypoth&ses, nous avons réalisé l'expérience suivante I 

où le pH initial du milieu nutritif est modifié. 

CL) CondLCLom exp6&menta&u 

Cette étude, effectuée uniquement en phase liquide, 3 la température de 

18 OC et en présence de lumière (12h~/12h0, 750 p ~ ~ m - z ) r  comporte 3 séries 

expérimentales où, en avant l'ensemencement, le pH des milieux est ajusté res- 

pectivement 3 5,s ; 6,s et 7,5. 

Chaque série comprend 11 substrats qui diffèrent du milieu M23 par la 

nature de la source azotée incorporée (100 mg d'.azote/l) soit : 

- la glutamine, la lysine, la cysteïne ou la chlorure d'ammonium (ler groupe), 
- la valine, la leucine, l'isoleucine, la proline, la tyrosine, la phényla- I 

lanine ou lec nitrate d'ammonium (2ème groupe). 1 
i 
1 



B) Rtb-5 

. Au niveau de la première série culturale, au pH initial 5,5, se con- 

firme, dans tous les cas, l'absence de différenciations sexuée. 

. Au niveau des séries 2 et 3, les ajustements initiaux du pH à 6,s et 

7 , s  amènent ce facteur, pour les 11 milieux éprouvés, à des valeurs finales 

(30è jour) proches respectivement de 6 (5,9 <pH< 6,2) et de 7 (5,9 <pH< 7,4) 

Cette neutralisation du milieu ne lève pas l'inhibition périthéciale provoquée 

par les sources azotées du premier groupe. Par contre, elle autorise, surtout 

a pH initial 7,5, la reproduction sexuée (++ <indice périthécial< +++) sur 

tous les substrats 21 base de composés azotés du second groupe. 

6 )  Conclusion l 

Cette expérimentation corrobore nos hypothèses quant à la réelle in- 

fluence du pH et de la nature de certaines sources azotées sur la produc- 

tion pér ithéciale du N. ga 2 zigena. 

3.- DISCUSSION ---------- 
Les réactions du Y. gaZZigena à la qualité de la nutrition azotée op- 

posent les sources d'azote qui, de par leur nature, sont respectivement inhi- 

bitrices ou favorables à la production périthéciale. 

a) S a q c g  -=-----=---=-=-=-----=-=-=-= d laza te  i ~ ~ b L O t i c ~  

L'inhibition périthéciale provoquée par les ions ammonium, les acides 

aminés soufrés et basiques ou la glutamine constitue un fair de spécificité 

trophique du phénomène sexué par rapport au dévelopsement végétâtif du 

N. gaZZZgena. Le rôle défavorable exercé par ces composés ne peut cependant 

être généralisé car certains d'entre eux entraînent la sexualisation de diver5 

Ascomycètes ainsi : 

- les ions ammonium : Podosordaria Zeporina (KOEHN, 1971), CaZonectma 

camettiae (SHIPTON, 1977), ou SporomietZa sp. (ASINA et al, 1977). 

- ia cystéine : Arthrodema benhamiae (DAVIDSON et UNESTAM, 19741, 

Gnomonia ZeptostyZa (FAYRET, 1977) 

- la glutamine : Nectria haematococca (QURESHI et PAGE, 1972) 

b So-CU d ' azo&-i~dgcQr&@ -= - - -= -= -= -= - - - - - - - - - - - - - - -  

Finalement, des substrats azotés de nature différente supportent la 

fructification parfaite du N .  gazzigena. 

L'azote minéral, uniquement sous forme de nitrates, multiplie le nombre 

de périthèces du N. gaztigena comme ceux des Nectria sp (HLXLIN, 19611, 

Neuxospora craasa (WESTERGAAD et MITCHELL, 1947), A S ~ O ~ O Z U S  ~ ~ ~ P S U S  (YU- 

SON, 1964) , Leptospheria sp. (LACOSTE, 1965) , Sordama fimicota (HALL, 1971) . 



Ces résultats distinguent les plus grandes potentialités enzymatiques 

de ces champignons vis à vis d'autres espèces qui ne métabolisent aucune 

forme d'azote minéral telles : GZomereZZa cinguzata '(SINGH et SHANKAR, 1972) , 
Gnomonia Zeptosty la (FAYRET, 1977) , Leptosphaeria (= s as sa Ana) senegazensis 

(ANDRIEU et al, 1980) . 
Au niveau des sources d'azote organique, la diversité des acides aminés 

"inducteurs sexués", ne permet pas de discerner, en fonction de leur structure 

ou origine biosynthétique, une orientation spécifique du métabolisme sexué du 

N. gazligena. Dans ce sens, le mode de biosynthèse de:llalanine, la valine, la 

leucine, l'isoleucine, la thréonine et l'acide aspartique' qui les relie d'une 

façon commune au "pool" de l'acide pyruvique peut expliquer les réactions 

sexuées uniformes et de grande qualité du N. gazligena à la présence de ces 

acides aminés. 

De tels résultats d'ensemble sont remarqués chez Arthrodema benhamiae 

(DAVIDSON etljNESTAM, 1974) ou, d'une manière plus singulière, pour la valine 

(Venturia inaequalis - ROSS et HAMLIN, 1965), la leucine (PeniciZliwn 
vermicuzatwn - BHATTACHARYYA et BASU, 1962), l'alanine (SporomieZla sp. - 
ASINA et al, 1977, Gnomonia Zeptostyza - FAYRET, 1977). 

Comme pour le N. gazligena, de nombreux exemples témoignent de l'in- 

tervention positive de l'asparagine dans le métabolisme sexué des Ascomycètes: 

Cer~tocystis aurem (GHORA et CHAUDURI, 1975),... Par ailleurs, BERNILLON 

(1982) rapporte, dans son étude sur l'évolution des acides aminés libres my-' 

céliens du N. gazligena, cultivé sur milieu M23, à 18 OC, que l'asparagine 

représente 30 à 40 % du total de cette fraction "azote-soluble" et que la 
1 

teneur mycélienne de ce cornp.osé se situe entre 8 et 12 8 du poids de matière 

sèche. 

La fertilité sexuée du N. galligena, constatée au contact de la sérine 

et des acides aspartique et glutamique, conforte nos r6sultats antérieurs 

obtenus sur décoction d'avoine où ce milieu est particulièrement riche de 

ces trois acides aminés (VIALA, 1972). Si les deux composés acide sont recon- 

nus prépondérants dans le métabolisme azoté général, la sérine peut favoriser 

la fructification parfaite de champignons dermatophytes (LACOSTE et DUJARDIN, 

1972 - DAVIDSON et UNESTAM, 1974) ou de Leptosphaeria : L. typhae (VIDAL et 
al, 19751, L. senegaZensis (ANDRIEU et al, 1980). 

Quoique très nette chez le N. gazzigena, l'action stimulatrice des 

acides aminés semble cependant moins sp6cifique que celle éprouvée chez le 

NectrZa haematococca (HIX et BAKER, 1964 - CURTIS, 1969 - QURESHI et PAGE, 
1972). Chez cet organisme, la formation périthéciale causée par la phényla- 

lanine, la tyrosine ou leurs précurseurs (acide shikimique ... ) rend précisé- 
ment compte de la voie métabolique impliquée dans la sexualisation (HARMAN,1967) ' 



Les développements sexués du N. gazligena, en présence d'urée, ou ceux 

d' Ascobotus inonersus (YU-SUN , 1964) , de Chaetodwn aurewn (GHORA et CHAUDHURI ,' 
1975) et de SporodeZZa sp. (ASINA et al, ,1977) évoquent les capacités uréo- 

lytiques de ces champignons. 

Enfin, la production périthéciale du N. gatzigena sur les milieux M23 

de référence ou contenant de l'hydrolysat de caséine démontre l'efficacité 

d'une composition azotée complexe comme elle existe dans de nombreux milieux 

naturels. De fait, l'association de différentes sources azotées stimule, par 

effet de synergie, la morphogenèse sexuée de nombreux organismes fongiques : 

Gnomonia fructicoZa (Mc CONIE et SNYDER, 1966), Arthroderma sp. (DAVIDSON 

,et UNESTAM, 1974 ; DUJARDIN et al, 1975), Leptosphaeria typke (VIDAL et al, 

1975) , Sordaria macrospora (HOCK, 1976) . . . . 
De telles associations ont été éprouvées chez le N. gazligena oh étaient 

combinés par 2,3,4 et 6 les composés suivants : alanine, asparagine, acide 

glutamique, acideramino-butyrirplepérine et nitrate de potassium. Les résul- 

tats,obtenus des 23 mélanges azotés essayés, révèlent que seules les associa- 

'-tio~lscomprenant 3 ou 4 éléments, notamment celle du milieu de base M23, exer- 

cent un effet légèrement plus favorable que celui dû 21 chacune des sources 

d'azote incorporée séparément. 

4. - CONCLUSIONS ----------- 
Cette étude, qui a permis d'apprécier, selon leur qualité,l'efficacité 

de sources azotées sur la différenciation sexuée du N. gazzigena, révèle : 

- des cas de sp6cificité trophique de la formation périthéciale vis à vis 

du développement végétatif, 

- les interférences possibles du pH sur l'activité de certaines sources 
azotées, notamment, lorsque le champignon est cultivé en milieu liquide, 

- l'importante production périthéciale amenée par des sources azotées de 
classes différentes, ce résultat ne suggérant aucune voie métabolique par- 

ticulière au phénomène sexué sinon la multiplication des potentialités 

biosynthétiques du champignon, 

- pour toutes les séries culturales réalisées à l'obscurité permanente, 

l'absence d'ascocarpes fertiles quelque soit le substrat azoté éprouvé, 

- la diversité des réponses sexuées fongiques à la qualité de la nutrition 

azot6e comme le prouve la longue énumération des réactions observées chez 

les Ascomycètes. 

Finalement, cette expérimentation confirme l'efficacité de l'associa- 

tion acide glutamique, alanine et asparagine du milieu de référence M23 qui 

justifie de son utilisation pour le N. gaZZigena, au niveau de la croissance 

mycélieme, du pH du milieu maintenu à une valeur optimale et de la morpho- 

genèse sexuée. 



VI, - INFLUENCE D E S  CONCENTRATIONS EN CARBONE E T  EN AZOTE DU M I L I E U .  

ROLE DE L ' É Q U I L I B R E  C : N .  

A l 'exemple des  Phycomycètes (CHILD e t  a l ,  1969) ou des Basidiomycètes 

(HORRIERE, 1976), l e  développementdes Ascomycètes dépend des q u a n t i t é s  car- 

bonées e t  azotées présentes  dans l e  s u b s t r a t .  Ces exigences, va r i ab les  selon 

l a  na ture  des éléments carbonés e t  azotés  (HAWKER, 1966) ,  l 'environnement thex- 

mique e t  lumineux ou l e s  s tades  morphogénétiques (FAYRET, 1975), démontrent, 

l ' a c t i v i t é  dûe à des teneurs carbonées ou azotées  p a r t i c u l i è r e s  mais, a u s s i ,  

l e  r ô l e  du rappor t  carbone-azote (C :N) . 
Chez l e  8. gazl igena ,  l ' i n f l u e n c e  des  concentrat ions en carbone e t  en 

azote du mi l ieu  M23 e t  de l eu r  rappor t  (C:N) s u r  l e s  développements végé ta t i f  
- .  

e t  sexué e s t  déterminée dans des condi t ions  c u l t u r a l e s  invar iables  au plan de 

l a  température, de l ' éc l a i r ement  e t  de l a  composition q u a l i t a t i v e  du mil ieu.  

1.  CONDITIONS EXPERIMENTALES ......................... 
L' incorpora t ion ,  au mi l ieu  M23 l i q u i d e  ou gé losé ,  de quan t i t é s  va r i ab les  , 

de maltose e t  du mélange, a p a r t s  éga les ,  d ' ac ide  glutamique, d ' a l a n i n e  e t  

d 'asparagine permet d 'ob ten i r  des concentra t ions  en : 

- carbone, égales  à O ; 0 ,5  ; 1 ; 1 , 5  ; 2 ; 2,5 ; 3 ; 4 ; 5 e t  10g/l ,  

- azo te ,  équivalentes à 0 ,  25 ; 50 ; 75 ; 100 ; 125 ; 150 ; 200 ; 250 ; 300, 

400 ek 500 mg/l. 

En fonct ion  des v a r i a t i o n s  concomitantes de ces  teneurs carbonées ou 

azotées e t  de l e u r  r appor t  (2,8<C:N<100), s o n t  é tudiées  l a  croissance mycélien- 

ne e t  l a  production p é r i t h è c i a l e  du N. gazl igena  c u l t i v é ,  à 18 O C ,  sous un 1 
l 

éclairement de lumière blanche ( 12hL/12h0, 750 f i W ~ m ' ~  ) . , 

Le tableau 8 e t  l e s  f i g u r e s  11, 12 e t  13 rappor tent  l e s  r é s u l t a t s  de ces 

e s s a i s .  



Tableau 8 : In~Luence des v W o m  dea conccm?MLio~ en cmbone et en azoze 
du &eu n-6 6WL Le d6vctoppemenl: du N. qattigena. 

2 4 
C o n c e n t r a t i o n  Rapport  Mati6re sécha p~~ R. sexuèe Production périthéciale 

5 

Img/L  1 '(mgj100ml 1 - -- 
carbone' ~ ~ ~ t e l  C: N 1 1 ~ ~ o ~ r  30'jou~ 3oijour I.périthicisl Min. Max. May. 

MILIEU MUTRiT lF  C U L T U R E  L I P U I D E  C U L T U R E  G E L O S E E  l 



1 .  Le m&o& e et te méevige i acide gLlLtamique, &ni;ta et m w a g  &el 2-3-4-5- Voh Leegende du ~ 6 L ~  5. 
rrc 

calra.ti+errC La 6owrcu de cabote et d'azote. ,. 1 

Tableau 8 ( ~ u L t e )  : 1n~Xuwce d u  vahi,mXons du c o n c M o m  en ca~bone 
et: en azoze du miLieu vu&rkXb  AU^. Xe d&vtLeoppement du N. gazzigena. 

1 
1 

I 

l 

I 

1 

-. - --- -- - - 
.r - 

Mfl lE iJ  NUTRITIF C U L T U R E  L I Q U I D E  CULTURE GELOSEE 
L 

2 . 4  
C o n c i n t r a t i o n  Rapport  Matiére séchr p~~ R. sexiiee Production périthiciale 

5 

(mg/L ) (mg1 1OOmI 1 - . - -  
carbon? A z o t e  ' C:N 1lijott< 3 d j o u i  3@iour !.pirithiciai Min. Mai. M o  

2500 25 100 177 164 5,6 O O O O 

50 50 220 221 5.5 ++ 55 62 58 

75 33 249 250 6 +++ 107 120 111 

100 g - 294 252 - - 6.3 E 114 121 119 - 
125 20 346 254 6,s +++ 103 11 7 115 

150 16,6 373 253 6,8 +++ 103 120 114 

200 12,s 378 270 6,8 ++ 96 113 101 

2 50 10 414 295 . 7,4 ++ 92 108 95 

l 
l 

l 

l 

1 

l 
I 
1 
~ 

I 

Lége~de 

500 5 438 286 7,4 O O O O 

3000 fO . 60 242 251 5,s + 24 34 23 

75 40 324 326 5,8 ++ 89 100 92 

100 30 320 325 6.2 +++ 110 117 112 

125 24 - 356 360 - - 694 tn - 119 127 - - 123 

150 20 403 258 6,6 f++ 110 121 117 

200 15 435 280 7 + ++ 110 131 

150 12 449 337 8,3 +++ 89 96 

+++ 84 100 300 10 466 300 8,s 

4000 .so ao 248 300 5,s O O O O 

75 53,3 297 379 5,7 + 34 66 4 5 

100 40 373 400 6 +++ 93 120 . 102 

125 32 - - - 447 c 8  L? - - 138 195 - 142 +t+ 

150 26,6 - - 529 349 - 6,6 141 131 ffc - 121 - - - 
200 20 546 350 7 +++ 110' 139 125 

250 16 554 430 8,2 ++ 86 128 109 

400 10 648 464 8.6 ++ 92 ' 127 109 

5000 50 100 249 251 6.8 O 0 O 0 

75 66,6 273 248 783 O 12 24 17 

100 50 442 254 7,6 + 83 85 84 

125 40 457 442 6'5 ++ 93 44 93 

150 33,3 563 403 6,9 ++ 124 151 143 

200 25 - - 2 1  435 - 7 - +H - 119 146 - 136 
250 20 - - - 628 429 - - 100 /45 7 - m 134 - 
300 16.6 - - 680 520 - - 7.1 - ++t - 135 141 - - 137 - 
500 10 767 627 7,3 +++ 128 141 137 

MOOO 100 100 707 605 5,1 O O O O 

200 50 890 786 6,2 (+) 69 77 74 

300 33,3 930 854 7 ~ 3  ++(+) 100 122 112 

400 25 1065 960 7,s ++ (+) 1C8 125 119 

500 &O - 1121 995 - - t-H - - 130 1 s  139 - 
: LU ~ d c U b  orA ete n t a e i j b  c i  18 O c ,  &OUA WI icZaiteme,ct 01 
î m i Z ~ e  blanche ( 1 ZkL/lZhO, 750 mm-' 1 .  1 



2. RESULTATS -- ------- 
a )  Andi/he =-=-ç-=- g lobde  -=-=-=- - -=-=-=-=- -  ftableau 8L 

l 

D'un point  de vue généra l ,  l'examen des  données du tableau 8 nous s u g ~  

gère l e s  remarques suivantes : 
l 

a )  ---- au plan de % l ~ ~ o & h a n c e  mychficnne 

Dans tous l e s  c a s ,  l 'augmentation des  concentrat ions en carbone de 
1 

O à 10 g / l  ou d ' azo te  de O à 500 mg/l provoque, paral lèlement une s t imula t ion  

de l a  croissance mycélienne, mesurée après  11 jours de c u l t u r e  en mi l ieu  l i q u i d e  

Les valeurs  C:N l e s  p lus  f a i b l e s  c a r a c t é r i s e n t ,  a l o r s ,  c e t t e  progression pon- 

dérale des t h a l l e s .  

Le développement du N. gazligena s u r  l e s  s u b s t r a t s  à contenu azoté  de p lus  en 

plus élevé en t ra îne  corrélat ivement l ' a l c a l i n i s a t i o n  du mi l ieu ,  c e l l e - c i  

n ' é t an t  cependant jamais excessive (pH<9) . 
De t e l s  f a i t s  s e  v é r i f i e n t  pour d i v e r s  Ascomycètes (HAWKER, 1957) 

Arthoderma vanbreuseghemii ( DUJARDIN e t  a l ,  19 75) , Gnomonia Zeptosty Za 

(FAYRET, 1977) dont l ' importance de l a  croissance végé ta t ive  dépend de con- 

cent ra t ions  carbonées e t  azotées c ro i s san tes  e t  d'une diminution du rapport  C:N. 

Parmi tou tes  l e s  teneurs  en carbone ou en azote  éprouvées, aucune ne s e  

révèle i n h i b i t r i c e  de l a  sexua l i sa t ion  du N. gaZZigena. Cet e f f e t  r ép ress i f  

relève essent ie l lement  de l a  va leur  de 1 ' é q u i l i b r e  C :N . Dans ce sens  , nous pou- 

vons considérer  que : 

- l e  rapgor t  C:N con t rô le  l ' i n d u c t i o n  sexuée 

- l e s  va leur s  absolues des concentrat ions carbonées ou azotées r è g l e n t ,  au n i -  

veau d 'un rapport  C:N donné,le nombre d 'ascocarpes formés. 



b) ............................................................ INFLUENCE DE L 'EQUZIBRE CARBONE : AZOTE SUR LA REPRODUCTION 

SEXUEE 

Le diagramme (figure 11) symbolise 1 '6v?lution de l a  production pér i thé-  

c i a l e  du N. gatligena, en fonction des di f férentes  teneurs carbonees ( O  a 10g/l) 

e t  azotées ( O  500 mg/l) éprouvées. 

Figgwe I l .  : l n ~ l u e n c e  de l a  v a h i d o n  des teneum cmbonéen et azofeen nu,t l a  
paoduotion pë&thëciaee du N. gazligena, cubZvt à 18 OC, en pké- 
sence de lutnièae btanche ( 1 ZhL/lZhO, 750 @cm'z 1. 

C O N C E N T R A T I O N  EN G A R B O  NE m g / l  

l 

Ltgende : Le maetose et l e  mélange (acide gl-ique, d a n o t e  
et abpmagine) c o n a U u W  C e s  sauces  de cabane 

ct dJazo.te. 



M i s  B p a r t  l e s  cas de l e u r  n u l l i t é ,  t o u t e s  l e s  concentrat ions en car-  

bone e t  en a z o t e  essayées provoquent l a  d i f f é r e n c i a t i o n  p é r i t h è c i a l e  à condi- 

t i o n  d ' ê t r e  combinées s e l o n  des r appor t s  compris e n t r e  5 e t  60 ou e n t r e  4 e t  67 

se lon  l a  n a t u r e  respectivement l i q u i d e  ou s o l i d e  du mil ieu.  Au c o n t r a i r e  cha- 

cune des teneurs-  carbonées ou azotées  devient  i n h i b i t r i c e  s i  e l l e  i n t e r v i e n t  

dans des é q u i l i b r e s  C:N i n f é r i e u r s  4 ou supér ieurs  à 67. 

Le diagramme ( f igure  11) démontre l e  déplacement du nombre maximal d 'ascocarpes 

produi ts  e t ,  corrélat ivement,  l ' é v o l u t i o n  de l a  valeur C:N optimale, en fonc- 

t i o n  des q u a n t i t é s  carbonées e t  azotées  incorporées au mi l i eu  : 

- s o i t  de 10 à 20 lorsque l e s  t aux  de carbone éga len t  respectivement 0 ,5  e t  

10 g / l ,  

- s o i t ,  inversement, de 40 à 10 lorsque l e s  teneurs  en azo te  augmentent de  

25 à 500 mg/l. 

Ains i ,  l e s  r appor t s  C:N, compris e n t r e  10 e t  40, appara i s sen t ,  t o u t e s  

concentrat ions en carbone e t  en a z o t e  confondues, t r è s  favorables à l a  produc- 

t i o n  p é r i t h é c i a l e  du N. gaztigena. Plus précisément, nous pouvons r e t e n i r  com- 

me optimales l e s  va leurs  de 1 ' 4 q u i l i b r e  C:N proches de 25 q u i  s a t i s f o n t  tous  

l e s  aspects  du développement du N. gazligena c u l t i v é  s u r  mi l ieu  l iqu ide  ou 

gélosé. 

Nous avons t e n t é  d ' i n t e r p r é t e r  l e s  e f f e t s  de l a  va leur  absolue des  t e -  

neurs carbonées e t  azotées  du m i l i e u  selon t r o i s  exemples où,successivement, 

l e  rapport C:N, l a  concentrat ion de carbone p u i s  c e l l e  d ' a z o t e  sont  f i x e s .  

a) . ,!zappa& C : N conaZanX - 
Lorsque l e s  t aux  C :N a u t o r i s e n t  l a  sexua l i sa t ion  , l's'production pér i thé -  

c i a l e  v a r i e  selon l e s  quan t i t e s  de carbone e t  d ' azo te  i n t r o d u i t e s  dans l e  m i -  

l i e u .  La f i g u r e  12 démontre c e t t e  r e l a t i o n  pour un é q u i l i b r e  C:N constamment 

é g a l  à 20. 



Figue 1 2  : IndLuence d e s  Zen- canbonées et azoZées, déleynies pan  un mppoM 
C : N  com&w&,aw Le dévetoppement du N. qaZZigena. 

O- 25 - 50 - 75-100-125.150 - 200 - 250 - 
R A P P O R T  G :  N = 20  

Légendé : l e s  cuetmea du 'N. qatligena ae dévdoppent à 18 O C ,  en piréaince de 
l&&e blanche ( 12hL/12h0). 

La piroduction pé&théoiaee et l e  pH du miLieu sont mesmuré6 apirèa 
30 j o m  de clLetue, l eo  poids d e  mtjcéfium aec 11100 m l  de m & u l  
dont obXenu6 apirèa 1 1 joum d 'incubation am rndXeu fiquide. 



1 

La f i g u r e  12 nous permet d 'observer  que l 'augmektat ion simultanée 

(C:N:20) des  concentrat ions carbonées e t  azo tées  conduit à : 

- un accroissement proport ionnel  des  rendements en matière mycélienne ( l l& jour)  
l 

- à une progression du nombre d 'ascocarpes.  Ce l l e -c i ,  i n i t i a l ement  t r è s  ac- 
l 

centuée, dev ien t  nettement moins s i g n i f i c a t i v e  au dela  de 2 ,5  g / l  de carbone. 
l 

La cul ture  en  milieu l i q u i d e  confirme ces données notamment l a  grande f e r t i -  ' 

l i t é  du N. gazligena s u r  des s u b s t r a t s  t r è s  r i c h e s  en carbone (10g/ l ) .  e t  en  ' 

azote (500 mg/ l ) ,  où l e  doublement de ces  d e r n i è r e s  va leurs  ne s u f f i t  pas à 

s t é r i l i s e r  l e  champignon. 

Ces r é s u l t a t s ,  r ep roduc t ib les  pour t o u t e s  l e s  va leurs  C:N comprises entre 

10 e t  40, indiquent  qu 'une l a rge  gamme de concentrat ions t a n t  carbonées (0 ,5  à 

10 g / l )  qu 'azotées (25 500 mg/l) a u t o r i s e  l a reproduc t ion  sexuéeduN. gazl igena ; 

Ainsi  i l s  ne semblent p a s  confirmer l e  r ô l e  p l u s  spéci f ique  a t t r i b u é  aux com- 

posés azotés  (DAS G u p T ~ e t  NANDI ,  1957) ,  notamment, l ' e f f e t  l i m i t a n t  exercé  par  

l e u r s  concentrat ions é levées .  Ces d e r n i è r e s ,  supér ieures  à 200 mg/l, empêchent 

l a  sexua l i sa t ion  d'Hypomyces s o l a n i  ( H I X  e t  BAKER, 1964), d fAr th rodema vanbreu- 

seghernii (DUJARDIN e t  a l ,  1975) ou rédu i sen t  considérablement la formation des 

ascocarpes du  L e p t o ~ p h a e r i a  typhae (VIDAL e t  a l ,  1975). D e  même l ' a c t i o n  fa- 

vorable des f o r t e s  v a l e u r s  carbonées ( 10 g / l )  , consta tée  chez l e  N. gazzigena 

infirme l e s  r é s u l t a t s  de nombreux t ravaux où une t e l l e  add i t ion  d 'hydra tes  de 

carbone, supér ieure  ?i 2 p 100, s e  r é v è l e  i n h i b i t r i c e  de l a  f r u c t i f i c a t i o n  

pa r£  a i t e .  

Toutefois d e s  conclusions s i m i l a i r e s  à c e l l e s  des  auteurs  p r é c i t é s  peuvent e t t e  

proposées chez  l e  fl. gazl igena  s i  l ' o n  s e  r é f è r e  aux e f f e t s  des v a r i a t i o n s  de 

l a  teneur en  azote en fonct ion  d 'une  concentra t ion  constante en carbone e t  

inversement. 

B )  In@uence - d u  cancenLtaiions azoAéea - et cmbonéa 
La f i g u r e  13 représente  l ' i n f l u e n c e  s u r  l e  développement du N. gazzigena. 

- en A ,  des  v a r i a t i o n s ,  de  25 a 500 mg, de l a  concentra t ion  en azote  en fonc- 

t i o n  d 'une seu le  teneur 'carbonée  égale  a 2g / l ,  

- en B,  de d i f f é r e n t s  t aux  carbonés, de 0,28 à 10 g / l ,  pour une va leur  f i x e  

d 'azote équivalente à 100 mg/l 

Dan-s l e s  deux c a s  ( A  e t  B) , l 'augmentat ion des t eneurs  azotées OU car-  

bonées condui t  à : 

- une progression c o r r é l a t i v e  de l a  cro issance  mycélienne dont  l ' importance 

pondérale dépend davantage de l a  n u t r i t i o n  carbonée, 



f i g u e  73: : Tndluence decl vcvLiationa de l a  concentrr&on en azote ( A )  ou en a- 
bone ( B I  s w  l e  développement du N. ga ZZigena cuetive en pésence 
kespectivement d'une t e n u  w m t a n t e  en cairbone ë g d e  à Z g / l  ( A )  ou 
en azote Gquivdente à 700 mg/L (8 ) .  

A 
P R O O U C T I O N  P E R I T H E C I A L E  M /GELOSE e0.o MYCELlUM SEC 

100 
+++ 

++ 
5 O 

+ 

O 

C O N C E N T R A T I O N  EH A Z O T E  , mg/L 

YCELIUM SEC 

C O N C E N T R A T I O N  EN , C A R B O N E  
l g/l 



- une évolut ion inverse du pH des mil ieux q u i  deviennent a l c a l i n s  lorsque l a  

teneur azo tée  excède 150 mg/l, 

- des  courbes de l a  production p é r i t h é c i a l e  d ' a l l u r e  t r è s  s i m i l a i r e  c a r a c t é r i -  

sée  par : 

. l ' absence  i n i t i a l e  de pé r i thèces  aux p l u s  f a i b l e s  concentra t ions  
éprouvées (25 mg d t a z o t e / l ,  0 ,28 g de carbone/l)  , 

. une phase suivante  où l e  nombre d 'ascocarpes e s t  propor t ionnel  à 
l ' é l e v a t i o n  des  teneurs  azotées  ou carbonées, 

. une production p é r i t h é c i a l e  maximale i n d u i t e  par  des  concentrat ions 
d ' a z o t e  égales  à 100 ou 125 mg/l ou de carbone proches de 2,5-3g/1, 

. une diminution de l a  f r u c t i f i c a t i o n  p a r f a i t e ,  e t ,  f inalement,  son 
i n h i b i t i o n .  Ce t t e  de rn iè re ,  p lus  spécifiquement révélée  par  l a  cul -  
t u r e  en mi l ieu  l i q u i d e ,  e s t  provoquée pa r  des taux azotés  supér ieurs  
à 300 mg/l ou carboné é g a l  à 10 g / l .  

Ce t t e  analyse, à l a  d i f f é rence  de nos in te rp réba t ions  précédentes met 

p l u s  singulièrement en évidence : 

- l ' e f f e t  d ' i n h i b i t i o n  sexuée dû à de p lus  nombreuses concentra t ions  azotées 

(25, 300, 400 e t  500 mg/l) que carbonées (0,28 e t  10 g / l )  , 
- l e s  condi t ions  cptimales pour l a  production p é r i t h é c i a l e  sous forme de taux 

carboné e t  azoté respectivement égaux à 2 , s  g h l  e t  100 mg/l q u i  déterminent 

a i n s i  un rappor t  C :N de 25. 

3. - COlVCLiUSLONS . ----------- 
D'une façon e s s e n t i e l l e ,  c e t t e  étude démontre l e  r ô l e  de l ' é q u i l i b r e  

C:N qu i ,  p l u s  que l e s  concentra t ions  absolues de carbone ou d ' a z o t e ,  décide 

de l a  morphogenèse sexuee. Chez l e  N. .gazt igena,  dans 1 ' i n t e r v a l l e  des va leurs  

C:N optimales,  comprises e n t r e  10 e t  40, des teneurs  carbonées e t  azotées  va- 

r i a n t ,  respectivement, de 2 à 10 g / l  ou de 100 à 500 mg/l, mul t ip l i en t  l e  nom- 

b r e  de pé r i thèces .  Des r e l a t i o n s  C:N analogues f avor i sen t  l a  formation des as-  

cocarpes chez OphioboZus granrinis (WESTE, 1970a),  Cera tocys t i s  u Z m i ( ~ o ~ ~ ~ S , 1 9 7 0  

Sordaria fünico la BHALL , 197 1 ) , N .  haematococca (QURESHI e t  PAGE, 19 72 , 
CaZonectria came ZZiae ( SHIPTON , 1977) , N. ditissima (DEHORTER e t  PERRIN, 1983b). 

En o u t r e ,  l e s  va leurs  optimales du rappor t  C:N trt-s d i f f é r e n t e s  t e l l e s  

que : 4 e t  25 chez l e  N. galz igena ,  30 e t  50 chez GZomere ZZa cinguzata (SIXGH 

e t  SHANKAR, 1972), 13 e t  23 3 43 chez Gnomonia Zeptostyza (FAYRET, 19771, or i-  
i 
/ v i l é g i e n t  les voles ,  respectivement, végécative e t  sexuée. Ainsi ,  des  proportior 
1 
1 C :N supér ieures ,  o r i e n t e n t  vers  l e  développement sporophytique du champignon-. 
i 



Par a i l l e u r s ,  s i  l a  production p é r i t h é c i a l e  du N. gazzigena, conditionnée p a r  

des rappor ts  C:N adéquats,  supporte des v a r i a t i o n s  de concentra t ion  azotée ou 

carbonée de grande amplitude ; au c o n t r a i r e ,  l a  sexua l i sa t ion  de ce r t a ines  e s -  

pèces fongiques dépend s t r ic tement  de f a i b l e s  teneurs azotées.  Dans ce  d e r n i e r  

cas ,  des  rappor ts  C;N optima s o i t  : 

-moyens (C:N = 20),  obl igent  21 une réduction des t eneurs  en hydra tes  de ca r -  

bone incorporées au mil ieu q u i  f avor i se  l a  formation des  apothécies d1Anthra- 

cobia s p  (ECHTLER e t  SCHRÀNTZ, 1975). Une semblable diminution, au détr iment  

de l a  s t imula t ion  mycélieme, conditionne l a  d i f f é r e n c i a t i o n  des  ascocarpes 

du Venturia inaequazis  (ROSS e t  HAMLIN, 1962) ou d'ûphioboZus graminis 

(WESTE, 1970a) . 
- é l e v & s  (50 < C:N < 170) sanctionnent  les f o r t e s  exigences carbonées de l a  

production p é r i t h é c i a l e  des : Neurospora crassa (WESTERGAAD e t  MITCHELL, 

1947) , PeniciZZiwn vemicuZatwn (DAS GUPTA e t  NANDI, 1957) , Podosordar-ia 

Zeporina (KOEHN, 1971) ou GZomereZZa cinguzata (SINGH e t  SHANKAR, 1972) ... 
En d é f i n i t i v e ,  l ' i n f l u e n c e  de l a  teneur  en carbone ou en azo te  du m i l i e u  

n u t r i t i f  s e  t r a d u i t  par  des réac t ions  sexuées f o r t  d i v e r s e s  q u i  ne  permettent ,  

s u r  ce  p lan ,  aucune généra l i sa t ion  qu i  r a p p o r t e r a i t  l a  f r u c t i f i c a t i o n  p a r f a i t e  

des  Ascomycètes a une formule carbone-azote préc ise .  

L'exemple du N. gazl igena concré t i se  c e t t e  r e l a t i v i t é  : 

- où sa morphogenèse sexuée, produi te  s u r  des milieux à f a i b l e  contenu carboné 

e t  azo té ,  acc réd i t e  l e s  p r inc ipes  généraux de KLEBS (1900) ou les travaux de 

HAWKER (1939, 1951) , de BRETZLOFF (1954) . . . seilon l e sque l s  une croissance vé- 

g é t a t i v e  r e s t r e i n t e  représente  un f a c t e u r  du déterminisme sexué, 

- où s a  d i f fé renc ia t ion  p é r i t h è c i a l e  s u r  des  milieux r i c h e s  en carbone ou en 

I azote corroborent  d ' au t res  t ravaux : Nectria g ~ i o c ~ a d i o . l d e s  (HANLIN, 1961 , 
fl. haematococca (CURTIS , 1969 ) ., N. di tissima (DEHORTER e t  PERRIN, 19 83a) . . . 
se lon  lesquels  un apport trophique accentué n ' e s t  pas  s i g n i f i c a t i f  d ' inh i -  

b i t i o n  sexuée. 



V I I ,  - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN IONS HYDROGEME 

Des résultats précédents (page 7 3  ) démontrent l'influence du pH du 

milieu cultural sur le développement du N. gazligena ou éncore, chez certains 1 

champignons, comme Vent-a inaequalis (ROSS et IIAMLIN, 1965), cultivés en 

présence de sels d'ammonium.. . 
Présentement, la croissance mycélienne et la reproduction sexuée du 

l 

N. gazligena sont étudiées en fonction de différents pH initiaux du milieuM23. 

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES 
a------------------------ 

Le pH du milieu t423, liquide ou gélosé, est amené aux valeurs de 4 ; 5 ; 

5,5 ; 6 ; 7 ; 8 et 9 par addition d'acide chlorhydrique (HC1, N) ou de soude 

(Na OH, NI. Après stérilisation des milieux, les pH sont réajustés, si 

nécessaire. 

L'incubation des cultures se réalise à 18 OC, en présence de lumière 

( 12hL/ 12hL, 750 pWcm" ) ou a 1' obscurité permanente. 

2.- RESULTATS --------- 
Les résultats des essais, effectués à la lumière, apparaissent dans 

le tableau 9 

Tabzeau 9 : Inslusnce de l a  c o n c e ~ o n  i U e  cn iom hyd/rogCne du mi-  
lieu n-6 6WL l e  dévctoppemmt in v&o du N. gaZZigena. 

CULTURE L I Q U I D E  CULTURE GELOSEE 

1 
Mycélium 2' 3 4 

i n i t i a l  PH R. sexuee Production pé r i t héc i a l e  
(ng/fiolel 

l l e j .  3 O e j .  1lè. j .  3 0 e j .  indice Min. Max. Moy. 

Légende : L u  téauR;tat6 aont abXenu de cuRRwru p W q u é e s  à 18  O C ,  à 
l a  l d C t e  M23, 1-2-3-4 : va& Xableau 5 .  



Dans tous les cas, le développement végétatif du N .  gaztigena demeure 

important et, finalement, optimal aux pH initiaux 5 et 5,s. Toutefois, peut- 

on remarquer que l'alcalinite initiale des milieux affaiblit, plus que les 

pH acides, les poids de mycélium mesurés au 11è jour et surtout au 30è jour 

de culture. 

La production périthéciale, qui est effective pour toutesles concentra- 

tions en ions hydrogène éprouvées, atteint son niveau le plus élevé aux 

pH 5,5 et 6. On remarque donc, le léger décalage entre les concentrations op- 

tkales enfons ~ + ~ u i ,  de 5 ZI 5,5 stimulent les rendements mycéliens et de 

5,5 à 6 favorisent la sexualisation. Ce résultat, quoique de très faible 

amplitude, comparé à ceux obtenus par TINLINE et DICKSON (1958) pour Cochlio- 

bozus sativus ou décrits par HAWKER (1966), suggère que le pH optimal varie 

selon les phases du développement fongique. 

De fait, chez le N .  gazzigena, la croissance mycélienne, antérieure à 

la morphogenèse sexuée, modifie les pH initiaux qui varient de 4 à 5, de 

9 à 7,7, comme en témoignent les mesures au llè jour. Cet ajustement "biolo- 

gique" autorise, alors la différenciation sexuée qui, sinon, serait inhibée 

par des pH initiaux maintenus constants 3 4 ou 9. 

En outre, les fortes acidité (pH = 4) ou basicité (pH = 9) du milieu 

perturbent la qualité de la fructification parfaite du N. gaZligena. Dans 

ces conditions, les ascocarpes, de petites dimensions, de couleur carbonacée, 

contiennent peu d'ascospores qui ne sont jamais exudées au niveau de l'os- 

tiole périthécial. Ces observations semblent corroborer les diverses conclu- 

sions (LOCKWOOD, 1937 ; WESTERGAARD, 1947 ; TINLINE et DICKSON, 1958) selon 

lesquelles la formation des péritheces s ' accomode dl une plus large gamme de pH 
que celle des asques et des ascospores. 

En conclusion, les concentrations en ions hydrogène, comprises entre 

5 et 7 et choisies pour favoriser le développement bz U&O du JI .  gaZZigena, 

conviennent également a de nombreuses esphces fongiques.Toutefois, certains 
champignons, en raison de leur écologie comme les espèces coprophiles, sont 

I 

basophiles et des valeurs de pH plus élevées (de 7 a 9) stimulent alors leur 
reproduction (ASINA et al, 1977). 



A l'issue de cette étude des conditions nutritives du développement 

v a  du N. gazligena, nous pouvons principalement retenir : 

- l'absence de périthèces fertiles sur toutes les cultures incubées à l'obs- 

curité permanente. Ainsi, aucun des environnements trophiques éprouvés,aussi 

favorable soit-il, ne suppléeau défaut de lumière, pour induire la sexuali- 

sation tandis qu'il favorise la croissance mycélienne ou autorise la 

conidiogenèse. 

- le taux maximal de fructifications parfaites obtenu sur les substrats natu- 
rels composés d'un mélange (40g/l) de farines d'avoine et de blé dont la 

qualité demeure sans égale 

- les éléments du milieu synthétique qui semblent, comme le zinc (Zn S04r  5H20) 

la nature de certaines sources carbonées ou azotées ou le rapport C:N 

(10<C:N<40) être des facteurs importants du déterminisme sexué. Ils permetten i' 
d'opposer les conditions nutritives excessives (teneurs carbonée et azotée) 

stimulatrices du développement végétatif gamétophytique aux paramètres tro- 

phiques favorables la morphogenèse péritheciale. Cette dernière, essentiel- 

lement sporophytique, exige un équilibre nutritionnel (C : N = 25 par exemple 

qui, différant de l'affamement nécessaire aux levures et propre 3 chaque 

espèce, provoquera un état mycélien harmonieux aux dépens duquel s'éüifient 

les structures sexuées. 

- les modifications du milieu M23 qui, stimulant les rendements mycéliens et 
surtout la production périthéciale, sont : 

. un ajustement du pH initial à 6. 

. une augmentation des quantités incorporées de maltose, d'acide glu- 
tamique, d'alanine et d'asparagine telle que les concentrations en 

carbone et en azote égalent respectivement 4g/l et150mg/l, soit un 

équilibre C : N proche de 25. 

Pour nous permettre une meilleure comparaison de l'ensemble de nos 

résultats, nous avons maintenu, au cours des expériences ultérieures, l'uti- 

lisation du milieu M23 non modifié. De fait, ce dernier sans être la solu- 

tion trophique optimale, satisfait néanmoins, tres valablement, aux exigences 

nutritives de la fructification parfaite du N. gazzigena. Enfin, le maintien 

des concentrations carbonée et azotée, respectivement a 29 et 100 mg/L, évite, 

sur milieu gélosé notamment, une excessive prolifération mycélienne gênante 

pour le comptage des ascocarpes et source, 21 plus haut risque, de pleïomorphisn 



C H A P I T R E  

CONDITIONS THERMIQUES DE LA REPRODUCTION SEXUÉE 

DU N I  GALLIGENA, 

Les avertissements phytosanitaires émis par les stations de la protec- 
l 

tion des végetaux préviennent souvent de l'évolution des maladies cryptoga- 

miques en fonction des températures saisonnières enregistrées. De même, les 

publications (LILLY et BARNETT, 1951 ; COCHRANE, 1958 ; HAWKER, 1966 ; 

TURIAN, 1978) démontrent que les orientations végétatives ou reproductrices 

du développement fongique, in v i t r o ,  dépendent de conditions thermiques 

pa&ziculières. L'influence de ces dernières sur les voies métaboliques peut 

procéder d'une étonnante précision où, chez le Sordaria macrospora (ESSER, 

19801, l'inhibition sexuée de souches sauvage et mutante relève de tempéra- 

tures respectivement égales a 31 OC et 30 OC. 

Au laboratoire, le contrôle aisé du paramètre thermique conduit à des 
l 

résultats précis et nombreux. L'analyse de ces derniers, proposée ci-dessous, 
l 

révèle que les effets thermiques peuvent être : 
l 

- rapportés l'écologie du champignon, 

- différents selon les étapes de son développement, 
- particuliers, pour un même stade évolutif, aux espèces et parfois aux 
souches fongiques, 

- spécifiques des principales phases d'un même évènement morphogénétique 
comme la reproduction sexuée. 



1, - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR L E  DÉVELOPPEMENT FONGIQUE, 

I N  VITRO : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE 

1.- ASPECT ECOLOGIQUE I ----------------- 
Les températures d'incubation, in vitro, employées rappellent souvent 

l'écologie des champignons, a l'exemple de ceux qui, au laboratoire,sexualisent 
à O OC comme TheZeboZus sp (WICKLOW et MALLOCH, 1971) qui forme des apothécies 

sous la neige ou, a 35 OC, comme Leptosphaeria senegaZensis (ANDRIEUetai,1986) 
qui parasite l'être humain. Il peut en être de même des organismes phytopatho- 

gènes tel le cas remarqaable du Gnomonia ZeptostyZa (FAYRET, 1977) où les con- 

ditions thermiques de sa morphogenèse, in vitro, calquent celles de son cycle 

biologique sur Noyer. 

Pourtant, cette analogie des cryosensibilités fongiques en milieux na- 

turel et artificiel n'est pas toujours respectée. De fait, l'influence thermi- 

que dépend des autres éléments de l'environnement qui, dans la nature, sont 

très complexes, et où les fluctuations nutritives, lumineuses, mais aussi ther- 

miques, sont difficiles à recréer en laboratoire. Parfois, ces interférences 

ont été démontrées, in vitro, où les températures optimales de la différencia- 

tion sexuée sont modifiées en fonction : 

- des variations de la composition chimique du milieu cultural, soit quali- 
tatives chez S o r h m a  j%micota (HAWmR, 1947), soit quantitatives chez 

Nectria gZiocZadio-ïdes (HANLIN, 196 1 ) , 

- des conditions lumineuses telles que PyricuZarZa oryzae (KAT0 et a1,1976) forn 
des péritheces 3 28 "C 3 l'obscurité et a 20 "C en présence de lumière. 

2.- CRYOSENSIBILITE DES PRINCIPAUX STADES DU DEVELOPPEMENT ...................................................... 

Au laboratoire, des températures optimales différentes conditionnent la 

croissance mycélienne, la conidiogenèse ou la reproduction sexuée d'un cham- 

pignon. Le tableau10 fait état, au plan bibliographique, des cryosensibilités 
/ 

de la croissance mycélienne et de la fructification parfaite de divers 

Ascomycètes. 



Tableau 70 : 'In~luence de l a  tempélralYte 4un L a  dév&oppemm vëgéRatL6 

et aexuQ de divehb . AhcornycCtu ( G b f i o g m p k i e )  

CHAMPIGNONS 

Température OC Température OC ............................................... 
Min. Max. Moy. Min. Max. Moy. 

Gnomonia vuZgaris : 5OC 3O0c 17Oc 10°c 19-25Oc 15Oc 
(HENRIKSSON et MORGAN-JONES, 1951) 

Gnomonia intemedia : 5OC 35Oc 19Oc 5Oc 19OC 15-19°C 
(HE3RIKSSOr7 et MCP.GFIA?- JC?.?E El 1 9 5 1 ) 

Gnomonia Zeptosty Za : 6OC 30°C 22Oc 7 Oc 10°C 10°C 
(FAYRET, 1975 ; MATTEONI et NEELY,1979) 

CochZiobo Zus sativus 
(TINLINE et DICKSON, 1958) 

Coch Ziobo Zus kusanoz' 
(WAKI et al, 1979) 

GeZasinospora cazospora var.autosteria : 12 O c  37OC 30°C 12 OC 30Cc 16OC 
(TYLUTKI , 1958) 
Nectria sp. (HANLIN, 1961) L ILLE  

N. ipomeae : 6OC 33OC - 17OC 24OC 24 OC 
N.  peziza : 6OC 24OC - 17Oc 24Oc 24°C 
N. gZiocZadioz'des : 6OC 33Oc 28OC 15OC 28Oc 26 OC 

(Bu! 
Leptosphaerulina brios6znia : 8Oc 32OC 20-24Oc 16Oc 32°C 24-28Oc 
(MARTINEZ et HANSON, 1963; 

Mycosphaere Z Za ZiguZico Za 
(Mc COY et al, 1972) 

Antbacobia sp. : 15Oc 37Oc - 15Oc 30°c 25 OC 
(ECHTLER et SCHRANTZ, 1975) . 

ClSbbereZZa zeae 
(TSCIIANZ et al , 1976) 
SporomieZZa intermedia e t  S .  Gomera : Soc 35Oc 15-2S0c 15OC 30°C 20-25Oc 
(ASINA et al, 1977) 

SporormieZZa minima . 

(ASINA e t  al, 1977) 

Leptosphaeria senegazensis 
(ANDRIEU et al, 1980) 

Magnaporthe saZvinii 
(TÇUDA et al, 1982) 



La lecture du tableau10 met en évidence que des intervalles thermiques, 1 

plus étroits régissent la sexualisation en comparaison de ceux qui favorisent 

le développement mycélien. La formation des ascocarpes est surtout limitée par 

l'élévation des températures. De fait, l'action bénéfique du froid sur la 

sexualisation fongique est souvent remarquée : Venturia inaequazis (ROSS, 
1 

1961 ; Ross et HA_YLIN, 1962) , Hypomyces sozani f. sp. cucurbitae (BAKER et 

WARE, 1962 ; WILSON, 1968 ; WILSON et BAKER, 1969), Leptosphaeria S p  

(LACOSTE, 1965), MoniZinia Sp (TERVI et HARADA, 1967) ... 
1 

Si, d'une manière générale, les optima thermiques de la fructification 

parfaite sont inférieurs à ceux de la croissance mycélienne, les températures 

favorables il la multiplication asexuée peuvent être : 

- identiques à celles, élevées, qui facilitentlacroissance mycélienne : 
1 

@jcosphaerzZZa ZiguZicoZa (MC COY et al, 1972) , GibbereZZa zeae 

(TSCHANZ et al, 1976). 

- intermédiaires entre celles importantes du développement végétatif et 
basses de la différenciation sexuée : Gnomonia Zeptostyk (FAYRET, 19751, 

- infGrieures 21 celles qui prévalent pour les autres évènements norphologiques. 

Ainsi, chez diverses Eurotiales cultivées au laboratoire, des températures 

proches de 28 OC favorisent la conidiogen6se tandis que, supérieures à 40°C, 

elles provoquent la fructification parfaite. Plus précisément, la présence 

de structures asexuées du CeratostomeZZa fimbriata (BARNETT et LILLY, 19471, 

dlEurotiwn herbarum (HATJKER, 1957) et du Leptosphaeria eustomoCdes (HUBERT, 

1967) dépend de températures qui, respectivement égales a 18 OC, 20 OC et 
10 OC, sont plus.faibles que celles, respectivement : 25 OC, 25 OC et 30°C, 

requises pour leur sexualisation. 

Ces données définissent donc une évolution de la cryodépendance ' du cham- 

pignon en fonction de son développementdont,semble-t-il, croissance mycélien- 

ne et reproduction sexuée optimalessont souvent antagonistes. 



3.- INFLUE3CE DE LA TEMPERATURE SUR LA REPRODUCTION SEXUEE EN ......................................................... 
FONCTION DE L'ESPECE FONGIQUE ............................. 

Pour certains Ascomycètes, la différenciation des ascocarpes se réalise 

sousdesconditions thermiques optimales qui diffèrent selon les espèces d'un 

même genre. Le tableau10 fait apparaitre de telles distinctions chez trois 

espèces du genre Gnomonia. De même, on peut observer, aun iveaudesLep tosphae~a ,  

que L.acuta (LACOSTE, 1965) ,L. typhae (VIDAL et al, 1975) et L. senegazensis (ANDRIEU 

et al, 1980) forment des périthèces respectivement à 10 OC, 18 OC et 34 OC. 

Illustrent encore ce propos, les résultats obtenus dans les cas du SporomieZZa 

(ASINA et al, 1977) ou du Neetma (HANLIN, 1961 - DEHORTER et PERRIN, 1983a) ... 
Ces fluctuations de la température optimale de sexualisation atteignent 

également les souches d'une même espèce : @rieuZama oryzae (YAEGASHI et 

HEBERT, 1976), Nectma gazzigena (18 "C : LACOSTE et DEHORTER, 1973 ; 21 OC : 

LORTIE, 1964 ; 25 OC : KRUGER, 1974b). 

Nous pouvons supposer que les variations ainsi constatées mettent en 

cause dans tous les cas et plus particulièrsment : 

- au niveau des espèces : une écologie particulière et des potentialités en- 
zymatiques différentes, celles-ci reflétant un patrimoine génétique expres- 

sément spécifique, 

- au niveau des souches : une origine géographique propre a chacune d'elles 
et des conditions culturales (nutritives, lumineuses ...) distinctes selon 

les auteurs. 

4.- CONDITIONNEMENT THERMIQUE DES PRINCIPALES PHASES DE LA ..................................................... 
DIFFERENCIATION SEXUEE ...................... 

Les résultats expérimentaux, publiés par divers auteurs référenciés dans 

le tableau 11, tendent a prouver une différence de cryosensibilité des phases 
initiale et finale de la morphogenèse périthéciale que sont respectivement : 

- llinitiation,caractérisée par des protopérith&ces sous forme de stromas 
enveloppant l'appareil ascogonial non fécondé, 

- la maturation,révélée par la présence d'asques pourvus d'ascocarpes. 



Tableau 11' : 7ndluencc de l a  Xemp~m.tum hwt  L'hk tkuSon  et l a  rnaahmtion , 
dcia ucocahpen chez ci . ivm AncornycèAen ( B i b ~ o y t r a p ~ e l  , 

CHAMPIGNONS 
TEMPERATURE O C  .................................. 

i n i t i a t i o n  maturat ion  l 

(Protopér i thèces)  (Pér i thèces  f e r t i l e s )  , 

Neurospora crassa 
(HIRSCH , 1954) 

Ge Zasinospora caZospora 
(TYLUTKI , 1958) 

LeptosphaemZina briosiana 
(MARTINEZ e t  HANSON, 1963) 

Gnomonia leptos y t Za 
(FAYRET, 1967) 

Gibbere ZZa zeae 
(TSCHANZ e t  a l ,  1976). 

Leptosphaeria senegazensis 
(ANDRIEU e t  a l ,  1980) 

27-31°C opt .  26OC 16-26OC opt .  l6OC ' 

Des températures souvent p l u s  é levées ,  sauf pour GeZasinospora caZospora 

(TYLUTKI, 1958) ,  mul t ip l i en t  l e s  protopér i th&ces  a l o r s  que, p lus  basses ,  e l l e s  

assurent l a  f e r t i l i t é  des ascocarpes. 

D'une manière généra le ,  un t ra i tement  par  l e  f r o i d  q u i  correspond à l a  

période naturel lement h ivernale ,  accentue, au l a b o r a t o i r e ,  l a  maturation des  

ascocarpes 'et améliore leur  q u a l i t é  (dimensions, nombre d '  asques) . 



Parfois même, des chocs "froid" peuvent provoquer des changements méta- 

.boliques a l'origine d'une fructification parfaite normalement photoinduite. 
Ainsi, dans le cas du PZeospom h e r b a m  (LEACH, 1971 1 , la thermo-induction 
se substitue à la photoinduction périthèciale. 

En définitive, des exigences thermiques, de plus en plus restrictives, 

concourrent à l'évolutian de la différenciation sexuée des Ascomycètes à 

l'exemple du Neurospora (TURIAN, 1966 ; TURIAN et VISWANATH-REDDY, 1971). 

Ces données bibliographiques ont orienté notre étude de la cryodépendance 

du N. gazzigena où nous avons distingué 1' effet des températures : 

- sur la croissance végétative et la production périthèciale, 
- sur l'initiation et la maturation des ascocarpes, 
- sur le déclenchement de la reproduction sexuée à l'obscurité : thermo- 
induction sexuée ? 

Tous les essais sont pratiqués sur le milieu synthétique M23 liquide 

et -ou- gélosé. 

l 11, - INFLUENCE DE TEMPÉRATURES CONSTANTES SUR LE DÉVELOPPEMENT 
DU N, GALLIGENA 

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES ......................... 
Le champignon est incubé a u  températures de 10 OC, 14 OC, 18 OC, 22 OC 

et 25 OC qui sont maintenues constantes à 2 0°5C pendant toute la durée, 30 à 

50 jours, des expériences. Ces derniéres sont effectuées sous lumière blanche 

(12hL/12hOI 750 pWcm") ; en outre, 18 OC, une serie culturale supplémentaire 

se développe à l'obscurité permanente. 

2.- RESULTATS --------- 
La figure 11 et le tableau 12 représentent les résultats obtenus de 

l'évolution pondérale du mycélium (milieu liquide) et de la reproduction 

sexuée (cultures liquide et gélosée) sous l'effet des différentes températures 

d' incubation. I 



Figue 14 : Tnfi&umce d a  tmpétra;twrea a u  ta chohhance mycélieuzne et Ca l 

la daAe d' appahiAtion d a  ébaucha pé&héciaeea ( Eb. 1 du 
ii. gazligena c&vé mh3eu hgn.thé,Cique M23 l i qLde  

D U R E E  D E  C U L T U R E  



Au niveau des cultures éclairées, l'élévation thermique, de 10 OC à 

25 OC, réduit fortement la durée de la phase initiale de latence. Cette 

accélération de la croissance mycélienne se traduit par des rendements ma- 

xima en matière sèche qui sont plus rapidement atteints à 25 OC, dès le 

7ème jour, qu'a 10 OC, après 23 jours de culture. Cependant, cette évolution 

différente ne modifie guère les valeurs pondérales des thalles qui sont très 

semblables aux 5 températures éprouvées. 

Pour la série culturale incubée à 18 OC et à l'obscurité continue, cette 

dernière, comparativement à la lumière (12hL/12hO) stimule considérablement 

le développement végétatif : vitesse de croissance, valeur pondérale maximale 

et maintien temporel de rendements mycéliens élevés. 

Ces résultats traduisent, d'une part, l'interférence des effets dûs aux fac- 

teurs de l'environnement et d'autre part, l'antagonisme entre le développement 

végétatif photoinhibé.et la reproduction sexuée photostimulée du N. gazligena. 

Des relations inverses qui sont notées.pour le Gnomonia Zeptostyza (FAYRET, 1975) 

posent le problème des rapports nécessaires entre croissance mycélienne et 

reproduction sexuée. 

TabLea~c 7 2 : Indluence de La XempémLwre awr La phoducCLan pétLtho'cUERe du 
N. gazligena. 

- - 

REPRODUCTION SEXUEE TEMPERATURE OC 

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

Production périthèciale 10 OC 14 OC 18 OC 22 OC 25 OC 

Minimum 4 6 73 9 5 2 9 O 

Maximum 

Moyenne 

Légende : Xoub l e b  aadin h o n t  ph&yu<a am miLieu nyvLth6;tique M23 géloaé, 
en préaence de lunièt~e blanche ( /2hL/ 7 2h0, 750 ~ U c m - ~  1 
* Nombhe de p6-ècu .6uuXa pavr ;tube : va.& .ptlc<demment p o u  l 

Le mode de & c d .  



En présence de lumière, la production d'ascocarpes fertiles progresse 

de 10 OC a 18 OC qui constitue l'optimum thermique au delà duquel, le nombre 
de périthèces décroît (22 OC) et devient nul (25 OC). Aux températures les 

plus basses éprouvées (10 OC et 14 OC), le déclenchement tardif de la sexuali- 
l 

sation et leralentissement de la croissance mycélienne sont concomitants. 
1 

Ainsi les dates du développement végétatif maximal et d'apparition des pre- 

mières ébauches périthèciales sont constatées, respectivement les 23ème et 1 

25ème jours à 10 OC, le 15ème jour à 14 OC, les 11è et 125 jours à 18 OC, 

les 7è et llè jours à 22 OC et 25 OC . La période d'initiation sexuée semble 
donc souvent coïncider avec le moment, ou immédiatement après celui-ci, qui 

marque le sommet pondéral de la croissance. 
D'une manière générale, ces observations laissent supposer que la sexua- 

lisation fongique est liée à l'épuisement du milieu ou dépend d'une période 

d'affamement (TURIAN, 1978). A ce stade particulier d'achèvement de la crois- 

sance des éléments gamétophytiques, les facteurs d'induction sexuée provo- 

quent, aux dépens des métabolites du mycélium végétatif, les biosynthèses 

nécessaires à l'initiation sexuée sporophytique. 

A 22 OC et 25 OC, les nombres, respectivement faible et nul, d'ascocar- 

pes fertiles sontsans rapport avec la multitude de protopérithèces stériles 

observés,notamment, sur milieu gélosé. Ce fait semble témoigner d'exigences 

thermiques différentes propres a l'initiation et à la maturation des ascocar- 

?es du N. gaztigena. 

Enfin, l'inhibition de la reproduction sexuée du 1. ga~~igena, provoquée 

par la température constante de 25 OC, confirme que : 

- la fructification parfaite, en comparaison des développements végétatif et 
asexué nettement stimulés à 25 OC, est conditionnée par un intervalle 

thermique plus étroit au niveau de ses valeurs supéri.eures. 

- les réactions sexuées l'effet thermique sont propres aux espèces, voire 

aux souches fongiques. Ainsi, la stérilité sexuée du 1. gaztigena consta- 

tée à 25 OC l'oppose de nombreux Nectria capables de fructifier a ce ni- 

veau thermique : N. gZiocZadZoZdes (HANLIN, 1961), N. haematococca (CURTIS, 

1969) , N. cosmariospora (TAYEL et HASTIE, 1975) , N. coccinea (PARKER, 1976) . 
De même, elle permet àe distinguer les divers clones du N. gaZZigena expé- 

rimentés puisque KRUGER (1974b)obtient, à 25 OC, un nombre optimal d'asco- 

carpes. Enfin, pouvons-nous rappeler que la premihre souche, étudiée par 

nous-mêmes (DEHORTER, 1972 - LACOSTE et DEHORmR, 1973) ne fructifiait pas 
au dela de 20 O C .  

- la ~ériode estivale est, normalement, peu propice l'observation de péri- 

thèces fertiles dans les vergers. 



3. - CONCLUSION ---------- 
Cette étude nous fait admettre que la fructification parfaite du 

N.gaZZigena dépend, globalement, d'une température constante égale a 18 OC 
et de conditions thermiques plus restrictives que celles favorables à la 

croissance végétative. En outre, elle nous permet de supposer que certaines 

phases de la morphogenese sexuée sont de cryosensibilité diffdrente. 

111, - EFFETS THERMIQUES SUR L'INITIATION ET LA MATURATION 
PÊRITHÉCIALE DU N,  GALLIGENA, 

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES ......................... 
Les cultures du N. gazligena sont incubées a 18 OC durant 7, 10, 13, 17, 

20 et 23 jours après l'ensemencement. A la suite de chacun de ces pré-sgjours, 

elles sont transférées à la température de 25 OC jusqu'àlafindesexpériences, 

d'une durje de 35 jours. 

Tous les essais sont pratiqués en milieu liquide M23, sous un éclaire- 

ment de lumière blanche (12hL/12h0, 750 pWcm" ) .  

2.- RESULTATS . --------- 
Dans le tableau 13, sont reportés les résultats de cette expérimentation 

où l'évolution de la reproduction sexuée est constatée, après 35 jours, par 

la présence ou l'absence d'ébauches périthéciales (protopérithéces), de péri- 

thècessub-adultes immatures, d'ascocarpes contenant de asques puis des 

ascospores. 

L'absence de périthèce fertile, àla suite de pré-cultures à 18 OC, d'une 

durée de 7 à 17 jours, suppose, la réversibilité des effets thermiques sur 

le métabolisme durant cette période de développement. De fait, inversement, 

une incubation initiale du N. gaztigena, à 25 OC, pendant 7 et 10 jours, 

suivie d'un transfert des cultures 3 18 OC ne modifie pas,ou très peu,la pro- 

duction finale de périthèces fertiles. 

L'évolution des ébauches périthéciales et des périthèces sub-adultes, 

immatures, ces derniers induits, uniquement, après 17 jours de culture 

18 OC, est bloquée par une incubation sub-séquente 25 OC. Cet effet né- l 

faste s'exerce jusqu'a la formation des asques (Soi2 jour) mais n'intervient 

, pas sur l'ascosporogenèse qui semble cryoindifférente et, de fait, indissocia- l 
1 

ble de la présence ascale. i 



Tableau 13 : Tn&tuence de dwrie d'un. mé-bfjouh à I d  O C  et d'une hcuba;tion 
&hate 2 2 5  O C  A W ~  La heptroduc;tion 4 exuts du N .  gazligena. 

DUREE DU PRE-SEJOUR à 18 OC, 
EN JOURS : 

............................................................................. 
l 

Stades -35è j .  7 j .  1Oj. 13j. 1 7 j .  20j. 23j. 

Ebauche périthèciale + + + + i + 
l 

Périthèce sub-adulte - - - + + + 
Périthece i Asques - - - - + + 

scospores - - - + + - 

Ligende : Itoutu L u  cuRtwru be dlvdoppeutt am W e u  n yvcthéfique M23 LLqL- 
de, en ptésevrce de kkmL2te bhnche ( 12hL/IZhO, 750  pWcm-* 1 
1 .  A La buX/te d u  dL66éhent~ 13/rt-aéjowts à 18 O C ,  L a  cuRtmu d o n t  

.Oranndétric~~ à 2 5  O C  jclbqu' à La 6 . k  de 1' explaience, d'une durte 
t o M e  de 3 5  j o w .  

2 .  L u  bigna ( + )  CLX ( - )  indiqusutt hupecLivement La phinence ou 
L' c b ~  mce d' ébuuchu pWAhtciaeu,  de p t U h 2 c u  nub-adfieil 
h a ; t w L u ,  de pé~L-Wce6 m a t w r e n  avec asqua & d'a?lco~pahu. 

3. - CONCLUSION ---------- 
Chez le N. gazligena, il semble donc que la température de 18 OC con- 

trôle le déroulement de la morphogenèse sexuée depuis la fécondation jusqu'à 

la formation des hyphes à dangeardies ascogènes. Ainsi, la différenciation 

initiale des ébauches et, finalement, les divisions nucléaires ou les chan- 

gements cellulaires à l'origine des ascospores paraissent échapper a cette 

thermorégulation. Celle-ci s'exerce donc différemment selon les stades de la 

morphogenèse sexuée du N. gazzigena et rapproche ce dernier champignon des 

espèces (tableaulo) où initiation et maturation sexuée dépendent d'optima 

thermiques di£ férents . 

L'intérêt des résultats (tableau 13) réside dans la possibilité de dis- 

socier, d'une manière aisée par augmentation de la température d'incubation, 

divers stades évolutifs de la morphogenese sexuée du N. gazligena et donc d'e~ 

préciser le déterminisme. 



IV, - INFLUENCE DES BASSES TEMPÉRATURES SUR L'INDUCTION SEXUÊE DU 
N ,  GALLIGEWA : THERMO- INDUCTION ~ERITHÉCIALE ? 

Pour cette étude, nous avans supposé que, dans la nature, 3 la suite 

d'une croissance mycélienne favorisée par les températures automnales mais 

protégée du rayonnement solaire par les tissus de l'hôte parasité, l'induc- 

tion sexuée du N. gazligena se réaliserait du fait des périodes froides de 

l'hiver. 

Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons effectué, au laboratoire, 

les expérimentations suivantes : 

- Dans des:conditions d'obscurité Fermanente, des cultures du N. galligena, 

sur milieu M23 liquide ou gélosé, sont incubées 2i 18 OC pendant 7, 10, 13 

ou 17 jours après l'ensemencement. A la suite de chacun de ces pré-séjours, 

les lots culturaux sont transférés à 4 OC. 

. A la fin de l'expérience d'une durée de 35 jours, aucun de ces essais n'abou- 
tit 3 la formation de structures sexuées. 

. Chez le N. gaztigena comme pour les Leptosphaemk photosensibles(LAC0ST~ 19651, 

les basses températures (4 OC), malgré un développement mycélien optimal 

(pré-séjours à 18 OC), ne suffisent pas pour déclencher la sexualisation, 

en l'absence de lumière. Dans ce cas, l'effet d'un choc thermique ne se sub- 

stitue donc pas aux irradiations lumineuses qui orientent le métabolisme 

sexué du N. gazligena. 

Des réactions différentes caractérisent Hypomyces solani, fsp, cucurbitae 

(HIX et BAKER, 1964) ou Pzeospora herbamun (LEACH, 1971 ) . Ces champignons 
photosensibles peuvent différencier des protopérithèces à l'obscurité lorsque 

leur traitement par le froid (4 OC-10 OC) survient à la suite de leur incu- 

bation à 21 OC duract 7 jours. 



V, - CONCLUSIONS 

Cette étude de 1' influence thermique sur le développement in v&o, du , 

N. gdzigena met en évidence : I 

- les capacités de fructification parfaite du champignon aux températures de 
10 OC, 14 OC, 18 OC et 22 OC où une incubation constante A 18 OC stimule 

1 

l'ènsemble du processus sexué, si par ailleurs, l'environnement est favorsb 

- 1' inhibition tie la différenciation sexué& provoquée par des têmpératures ' 

Bgales ou supérieures à 25 OC alcrs que cette valeur thermique satisfait 

normalement 11 croissance mycélienne et une importante conidiogenèse, 

- les blocages ?ossibles de l'évolution sexuée par des transfertçà 25 OC 
de cultures pré-incubées à 18 OC durant des temps variables. Ainsi peut- 

on envisager une thermo-régulation particulière selon les stades de la 

morphogenèse sexuée : 

. cryo-indifférence relative de la formation des primordiums et 
et de 1' ascosporogenèse, 

. cryo-dépendance de la phase sporophytique et des. cellules 
pro- ascales. 1 

A ce niveau, des expériences et une étude cytologïque ultérieures devraient 

nous permettre de préciser nos. résultats. 

- l'incapacité des basses températures à remplacer l'effet àu photostimulus 

sur l'induction périthèciale, 

- la coïncidence, à toutes les températures éprouvées, de la différenciatior 

des premières ébauches sexuées avec l'arrêt de l'accroissement pondéral 

des thalles lorsque ceux-ci sont cultivés en présence de lumière. 

Finalement, cette seconde partie de notre étude précise les conditions 

tropniques et thermiques de la reproduction sexuée in V ~ O ,  du N. gazzigena 

dont certaines exigences sont spe5cifiques vis à vis de celles suffisantes 

au développement végétatif ou asexué. Ainsi, certains éléments minéraux, car- 
w 

bonés ou azotés et l'équilibrecarbone-azote du milieu ou, des températures 

inférieures à 22 OC, représentent des facteurs limitants du déterminisme 

sexué, et, donc, de bons moyens d'étudier celui-ci. 

Par ailleurs, la stérilité sexuée de toutes les cultures pratiquées à 

l'obscurit~ constante révèle la stricte photo-dépendance de la fructificatio~ 

parfaite du N. gazzigena. 



T R O I S I E M E  P A R T I E  

INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LA REPRODUCTION SEXUEE 
DU N. GALLIGENA 

Toutes nos expériences démontrent que, seules, les cultures üu 

N. gazzigena, exposées 21 la lumiare, différencient des ascocarpes fer- 

tiles. Aussi avons-nous tenté de définir les exigences lumineuses de 

la reproduction sexuée de ce Pyrénomycète placé dans des conditions 

génétiques, nutritives et thermiques favorables a sa sexualisation. 

Au plan de cette troisième partie : 

- un premier chapitre bibliographique décrit l'effet lumière chez les 
Ascomycètes et les hypothèses sur la photoreception fongique, 

- un second chapitre est consacré 2 l'étude expérimentale de la pho- 

toinduction des périthèces du i?. gazzigena. 





C H A P I T R E  

EFFETS DE L A  LUMIERE CHEZ L E S  ASCOMYCETES : 
ETUDE B I B L I O G R A P H I Q U E ,  

Comme pour le N. gaZZigena, la lumière influence le développement 

I de nombreux organismes fongiques et fait partie de cet environnement dont 

tous les éléments conditionnent, de façon interdépendante, leur ghysioloqie. 

Les multiples aspects de l'activité lumineuse sont soulignés dans 

de nombreuses revues bibliographiques dûes principalement à : MARSH et al 

, (1959), INGOLD (1962) , CARLILE (1970) , LEACH (1971a), DURAND (19761, TAN 

(19781, KUMAGAI (1980), SENGER (1982) ... 
l 

Ces effets photoniques, très diversifiés, sur la croissance, la 

pigmentation, le phototropisme, les môrphogenèses reproductrices, la li- 

I bération et la germination des spores ... sont mis en évidence dans tous 
, 
1 les groupes fongiques notamment les Ascomycètes. Chez ces derniers, les 
1 réactions sexuées a la lumière nous ont plus particulierement intéressés. 

Ainsi, avons-nous voulu 'analyser l'incidence des rayonnements lumineux 

sur la fructification parfaite des AscomycBtes en fonction de : 

- la diversité des photoréponses, 
- l'influence des paramètres lumineux, 
- la nature (hypothèses) du photorécepteur. 



Au préalable, nous pouvons constater que le terme photosporulation amal- 

game les effets de la lumière sur la formation de spores d'origine sexuée 

ou issues de la conidiogenèse. Notre étude ne mentionne pas,sans pour au- 

tant en ignorer la qualité, les travaux plus nombreux consacrés & l'in- 

fluence de la lumière sur la sporulation conidienne. Celle-ci, de par ses 

origine , r8le ~udéterminisme~ne peut être confondue avec la production 

d'ascospores résultant d'un d6veloppementsporophytique sexué. 

Ainsi, chez le N. gazzigena, ces deux aspects de la propagation de 

l'organisme sont soumis à des contrôles génétique , nutritif ou thermique , 
très différents qui peuvent éventuellement interférer avec l'activité lu- 

mineuse. De fait, la conidiogenèse de ce champignon se révèle photo- 

indépendante. 

En réponse aux irradiations lumineuses, la production finale d'asco- 

carpes fertiles traduit des réactions de : 

- photoinhibition : la lumière empêche la formation de périthèces fertiles 

du Cnomonia Zeptosty Za (FAY~T, 1974) . . . 
- photoindifférence : les espèces fongiques considérées différencient leurs 

ascocarpes en présence -ou non- d'éclairement : Arachniotus aZbicans (LA- 

COSTE et DUJARDIN 1972), Anthracobia sp (ECHTLER et SHRANTZ, 1975), Sp0r0r- 

&eZh sp(AS1NA et al, 1977), Sordaria macrospora (ESSER, 1980) ,... 
- photostirnuLation : la lumière multiplie le nombre de périthèces fertiles 

qui peuvent néanmoins être présents à l'obscurité continue : certaines 

souches de LeptosphaemZina t-rifotii (LEACH, 1972) , Hypomyces so Zani 
(QURESHI et PAGE, 1972), CochZioboZus kusanoZ(WAK1 et al, 19791, ... . 

- photoinduction : la morphogenèse périthéciale de nombreuses espèces de 
Leptosphaeria (LACOSTE, 1965 ; ROQUEBERT-HUBERT et LACOSTE, 1971 ; ANDRIEU 

et al, 1980) ou de Nectria (EfANLIN, 1961 ; LACOSTE et DYHORTER, 1973 ; 

PARKER, 1976 ; DEHORTER et PERRIN, 1983b) est strictement tributaire de 

l'éclairement. 



2.- PHOTODEPENDANCE DES STADES SEXUES ................................. 
Pour les Ascomycètes à reproduction sexuée photoinduite, les besoins 

lumineux varient : 

- ils sont nécessaires au déroulement complet du processus de fructification : 
Hypomyces sozani f. cucurbitae (CURTIS, 1964 ; TOUSSOUN et WEINHOLD, 1967) 

ou Leptosphaeria avenaria( HOGENSON et HOSFORD, 1971) . 
- ils ne sont requis que pour certaines séquences morphogénétiques : 

+ la lumière apparait indispensable à laconstitutiondes 

ébauches sexuées dont la maturation peut se réaliser à l'obscurité : 

Diaporthe phaseola~m (TIMNICK et al, 1951), Pleurage setosa (CAL- 

LAGHAN, 1962), certaines souches de Lepto~pha~iluzina (LEACH, 19721, 

CochZioboZus sativus (TINLINE et DICKSON, 1958) ou de Pyronema domes- 

t icus  (MOORE-LANDECKER, 1979a). En outre, pour ces deux derniers or- 

ganismes,des irradiations, prolongées au delà de la phase initiale de 

photoinduction des primordiums, gênent 1' ascosporogenèse , 
+ chez d'autres champignons, la photodépendance se situe à la 

maturation des périthèces tandis que le début de leur différenciation 

s'accomplit à l'obscurité : LeptosphaemZina briosiana (MARTINEZ et 

HANSON, 1963 ; LEATH, 19711, CochZioboZus kusanoz' (WAKI et al, 1979), 

c enfin, la iumière peut modifier la décharge des ascospores 

(BROOK, 1975) ou leur germination (BRAGG, 1981) . 

I I ,  - RÔLE DES DIFFÉRENTS PARAMÈTRES LUMINEUX 

Chez les Ascomycètes à reproduction sexuée photosensible, l'effica- 

cité des éclairements requis est fonction de leurs durée, intensité, qualité 

et moment d'application. 

Si l'interférence de ces paramètres rend délicate toute analyse de 

leur rôle particulier ; il nous semble, néanmoins, que l'activité d'un pho- 

tostimulus dépende, en premier lieu, de son absorption par un système pho- 

torécepteur fonctionnel et donc, respectivement de ses nature ( A )  et inter- 

vention a un stade biologique précis, ensuite ses durée et intensité modulent 
son rendement morphogénétique. Les divers exemples, choisis ci-dessa$ re- 

flètent l'inter-action de ces facteurs et ... l'arbitraire de notre plan 
d' étude. 



1.- MOMENT D'APPLICATION, DUREE ET INTENSITE DES ECLAIREMENTS ......................................................... 

L'ac t iv i té  des i r r ad i a t i ons  lumineuses sur la sexualisation des 

Ascomyc&tes peut va r i e r  selon : 

a )  Le moment d'appficaCion du pho-$o.&nd@ =-si=-=-=-=-= - - = - = - = - = - s i =  =-- - - - - - - - - -  
f 
i Les photoréponsessexuées de ce r t a in s  Ascomycètes dépendent préci-  l 
sément du moment d 'appl icat ion de l a  lumiere. Celui-ci,  fonction d 'un é t a t  

pa r t i cu l i e r  de l a  croissance mycélieme, conditionne a lo r s  l a  durée e t  l ' i n -  
l 

t e n s i t é  des éclairements. 

Ainsi d iverses  expériences démontrent l ' i n u t i l i t é  de t ou t  éclairement 1 

qui a f f e c t e r a i t  des t ha l l e s  dont l e  développement cu l tu r a l  s e r a i t  in fé r ieur  

à : 18 heures pour Sordaria fimicoza (SURAPIPITH e t  LINDENMAYER, 1969), 30 heures 

pour GeZasinospora reticuzospora ( INOUE e t  FURUYA, 1974a), 36 heures pour Pyro- 

nema domesticus (MOORE-LANDECKER, 1979b1, 5 3 6 jours pour GibbereZZa zeae I 

(TSCHANZ e t  a l  , 1976) 7 à 9 jours pour Nectria dit issima (DEHORTER e t  PERRIN, 

198333) ou encore 20 jours pour Podosordaria Zeporina (KOEHN, 1971). 

Durant ces  périodes i n i t i a l e s  d '  incubation, dont 1â durée e s t  fonction 

de l a  vi tesse  e t  des conditions de croissance des Champignons, l e s  i r r ad i a t i ons  

lumineuses se  révèlent  dénuées d ' a c t i v i t é  s t imulatr ice  e t  sont même, par fo i s ,  

inh ib i t r i cesde  l a  photoinduction u l t é r i eu re  des ascocarpes. Dans ce cas ,  pour 

l e s  t r o i s  premiers organismes c i t é s  ci-dessus, l ' e f f i c a c i t é  biologique des éc l a i -  

rements e s t  subordonn6e à l eu r  appl icat ion sur des mycéliums uniquement pré- 

cu l t ivés  a 1 'obscurité t o t a l e  ( "inductive dark period") . 
  in si, chez Qronema domesticzs, MOORE-LANDECKER peut provoquer par  

des illuminations de diverses durées : 6 ,  12 e t  36 heures, l a  photoinduction 

de séquences morphogénétiques d i f f é r en t e s ,  respectivement;les apothècies, l e  

" t i s su"  ascogène puis  l e s  asques. Ces r é s u l t a t s  s é l e c t i f s  exigent un maintien 

préalable (36 heures) des cu l tu res  à l ' obscur i té .  

D'autres expérimentateurs démontrent l ' e f f i c a c i t é  d'éclairements qu i  

touchent un mycélium jeune en voie de croissance (STEVENS, 1928'; 

CALLAGHAN, 1962 ; LACOSTE, 1965) e t ,  inversement, l eur  i nac t i v i t é  l o r s q u ' i i s  

sont  trop t a r d i f s .  Des microirradiations rendent compte que seules l e s  hyphes 

mycéiiennes à contenu protoplasmique dense sont photosensibles ( INOUE e t  

FURUYA, 1978). 

Dans l e u r  ensemble, ces r é s u l t a t s  nous suggèrent que l a  photoinduction 

requie r t  un développement gamétophytique préalable qu i ,  de par sa  cons t i tu t ion ,  

peut assurer l 'absorpt ion lumineuse mais sur tout  l e s  conséquences métaboliques 

de cel le-c i  qu i  seront à l ' o r i g i n e  de l a  morphogenèse sexuée. 



Souvent, des  éclairements,  f a i b l e s  en  durée e t  en i n t e n s i t é  mais r é p é t é s ,  

~ p a r a i s s e n t  biologiquement p l u s  e f f i c a c e s  qu'un bref  e t  unique photostimulus, 

hautement énergétique (BINDER e t  LILLY, 1976) mais suscept ib le  de causer  l a  
1 

s a t u r a t i o n  du système photorécepteur. 

Cependant l e s  exigences lumineuses v a r i e n t  se lon  l e s  organismes dont 

l e s  r éac t ions  sexuées, a l a  lumière blanche, s o n t  favor isées  : 

- s o i t  pa r  un éclairement continu : Hypomyces sozani (CURTIS, 1964), Leptos- 
l 

phaerulina Uriosiana (LEATH, 1971) 

- s o i t  par  une nécessa i re  a l t e rnance  de  périodes i l luminées e t  obscures : 

Diaporthe phaseo Zarum (TIMNICK e t  a l ,  1951) , Ge Zasinospora reticuZospora 

(TYLUTKI , 19 58) , Leptosphaeria Sp (LACOSTE, 1965) 

- s o i t  par  des  i n t e n s i t é s  t r è s  d i f f é r e n t e s  qui, f a i b l e s  (10 ~wcm'~)  , déclenchent 

l a  f r u c t i f i c a t i o n  p a r f a i t e  du Nectria dit issima ou q u i ,  p l u s  élevées ( 150 pwcrn-' ) , 
induisent c e l l e s  dlh?ypomyces sozani (BAKER, 1956) ou dlûphioboZus g r m i n i s  
(WESTE, 1970a). Sommairement, nous pouvons cons ta te r  que l e s  éclairements op- 

t i m u m s  du processus sexué v a r i e n t  de 80 à 800 pwcm", a u  de là  de c e t t e  der- 

n i è r e  va leur ,  des e f f e t s  r é p r e s s i f s  ou i n h i b i t e u r s  s e  produisent .  

Enfin,  l e s  photopériodes e t  l e s  va leur s  des éclairements,  nécessa i res  

à l a  reproduction sexuée, dépendent é t ro i tement  de l a  na ture  de l a  lumière appl i -  

quée aux c u l t u r e s  fongiques, comme l e  démontrent c e r t a i n s  r é s u l t a t s  d é c r i t s  dans 

l e  paragraphe suivant .  

2.- QUALITE DE LA LUMIERE ..................... 

Ce paramètre module l ' é n e r g i e  lumineuse nécessa i re  a l a  formation des  

s t r u c t u r e s  reproduct r ices .  En o u t r e ,  il présente  un i n t é r ê t  t o u t  p a r t i c u l i e r  

q u i  f o u r n i t  les premières ind ica t ions  sur  l a  na ture  du système photorécepteur.  

a La nature  de l a  lumière conditionne l e s  durée e t  i n t e n s i t é  des  é c l a i -  

rements. Ains i ,  l ' i n d u c t i o n  p é r i t h é c i a l e  du PZeospora herbarum (LEACH, 1963) 

s ' opè re  en quelques secondes sous un éclairement à l a  longueur d'onde 238 n m ,  

mais ne s 'accompli t  qu 'après  6 heures  sous l a  r ad ia t ion  404 m. Dans c e  cas ,  

comme pour i e  Nectria haematococca (CURTIS , 1964) ou chez ~ycosphaere ZZa Z i g u Z i -  

cola . ( M C  COY e t  a l ,  1972),  des doses énergétiques c ro i s san tes  peuvent p a l i e r  

corrélat ivement l a  r e l a t i v e  i n e f f i c a c i t é  de ce r t a ines  r a d i a t i o n s  su r  l e  proces- 

sus  sexué. Ains i ,  l a  reproduction p a r f a i t e  du PZeospora h e r b a m  (LEACH e t  

TRIONE, 1966) dépend d 'une augmentation des i n t e n s i t é s  lumineuses de 50 à 

500 ~ ~ c m "  s i  l a  q u a l i t é  du rayonnement v a r i e  de 230 a 320 m. 



D'une manière p lus  généra le ,  des i r r ad ia t ions  p l u s  brèves e t  moins éner-  

gét iques sanctionnent  l e  rendement biologique des f a i b l e s  longueurs d'onde 

a i n s i  : 

- queNues secondes à cinq minutes de rayonnement u l t r a - v i o l e t  ( A <  300 nm) 

s u f f i s e n t  a l a  sexua i i sa t ion  du GZomereZZa cinguZata (STEVENS, 1928) ou du 
Diaporthe phaseoZamun (TIMNICK e t ' a l ,  1951), 

- douze, 72 e t  132 heures de lumière blanche sont  nécessa i res  a l a  formation 

des pdr i thèces ,  respectivement, dlOphioboZus graminis (WESTE, 1970b), du 

Nectria haematococca (DIETERT e t  a l ,  1983) e t  de Podosordaria Zeporina 

(KOEHN, 1971). 

La q u a l i t é  des éc la i rements ,  a c t i f s  s u r  l a  f r u c t i f i c a t i o n  p a r f a i t e  

des Ascomyc&tes, permet de pa r t age r  ceux-ci en t r o i s  groupes de photosensibi-  

l i t 6  p a r t i c u l i è r e  s o i t  : 

- aux longueurs d'onde u l t r a v i o l e t t e s  l o i n t a i n e s  (UV : 200 nm <h<300nm), 

e t  proches ( N  UV : 300 nm <X<380nm), 

- aux rad ia t ions  proche-ul t ravio le t tes  v i o l e t t e s  e t  b leues  comprises en t re  

300 nm e t  520 nm, 

- aux régions du spec t re  v i s i b l e  même supér ieures  2 560nm. 

a )  ~ é ~ u M e d  =---=-=-=-=-=-=- aexuéea =- aux --=-=---=-=-=-=-=-=-- w-viu-tm ( U V [  

C ' e s t  uniquement, sous l ' e f f e t  de l ' u l t r a - v i o l e t  (200nm <A<300nmj que 

l e s  champignons GZomere Z Za cinguZata ( S T E ~ N S  , 19 28 ) , Diaporthe phaseo L a m  

(TIMNICK e t  a l ,  1951) ou CZbbereZZa zeae (TSCHANZ e t  BORST, 1976) forment des  

ascocarpes f e r t i l e s .  Plus précisément, l a  dépendance s p e c t r a l e  de l a  sexual isa-  

t i o n  if  i g  . l5 )  du PZeospora h e r b a m  (LEACH e t  TRIONE, 1966) , des  ~eptosphaeruZi7: 

briosiana (LEATH, 1971) e t  L. t m f o z i i  (LEACH, 1972) ou d'une souche de Phomcz 

caricae-papaye (HONDA e t  ARAGAKI, 1983) confirme que l ' i n d u c t i o n  ou l a  ma- 

t u r a t i o n  sexuée de ces espgces exigent  des  r ad ia t ions  UV i n f é r i e u r e s  & 380nm, 

cependant l e s  p i c s  d ' a c t i v i t é  maximale d i f f é r e n t  se lon  l e s  souches. 

La conidiogenèse .de nombreux champignons Impar fa i t s ,  dépend auss i  de  

c e t t e  zone s p e c t r a l e  qu i  peut a f f e c t e r ,  de manière semblable, l e s  deux formes 

de mul t ip l ica t ion ,  asexuée e t  sexuée,d'un même organisme. 

La production p é r i t h é c i a l e  r e f l è t e  l ' a c t i v i t é  des  éclairements mono- 

chromatiques de 300 à 520nm. Cet i n t e r v a l l e  s p e c t r a l  f avor i se ,  p l u s  par t icu-  

l iè rement ,  l a  formation des a s c o c a q e s  f e r t i l e s  de Pleurage setosa (CALLAGHAN, 

1962) , d '0phiobo Zus gromZnis (WESTE , 1970b) , de ~odosordaria Zeporina (KOEHN , 
19711, de d ive r s  Leptosphaeria graminicoles (ROQUEBERT-HUBERTetLACOSTE, 1971) 01 
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~ i p r e  15 : Dépendmtce spectraze de h sesuntisation de divers Ascomycètes. 

nrn 

Pteohpotra h e n b m  
(LEACH e t  TRIONE, 1 9 6 6 )  

1ep.toaphamuLina .t~&&i 
(LEACH, 1 9 7 2 )  

Phoma caticai-papa ye 
(HONDA e t  ARAGAKI , 1 983 ) 

LILLE O 
NepAia haandtoco ccc 
(CURTIS , 1 9 7 2 )  

Gduinoaporra rreticuRoa porra - (INOUE e t  FURUYA, 1 9 7 5 )  - - -  (INOUE e t  WATANABE, 1 9 8 4 )  

Nectrrxa ciL.t&.bna b 
(DEHORTER e t  PERRIN,  1983 ) 



de PyricuZaria oryzae (YAEGASHI e t  HEBERT, 1976) où l e s  r a d i a t i o n s ,  r e spec t i -  

vement, 440nm, 390-450nm, 450nm, 360nm (lumière de WOOD), 300-470 nm son t  

optimales. 

L'influence de ces  r a d i a t i o n s  proche W,  v i o l e t t e s  e t  b leues ,  sur l a  

d i f f é renc ia t ion  p é r i t h é c i a l e  du Nectria haematococca (CURTIS, 1972), du Nectria 

dit issima (DEHORTER e t  PERRIN, 1983b) s e  t r a d u i t  p a r  une dépendance s p e c t r a l e  

de l e u r  sexua l i sa t ion  très s i m i l a i r e  (f ig .  15) notamment au niveau des  p i c s  

proches de 370nm, 420nm e t  480nm. 

Ce type de réponses ("blue l i g h t  responses") aux rad ia t ions  de 300 à 

520nm s 'observe pour de nombreuses rgac t ions  biologiques t a n t  chez l e s  cham- 

pignons (DURAND, 1976) que pour d ' a u t r e s  organismes végétaux (The b lue  l i g h t  

syndrome, SENGER, 1980) . 

C )  Répoi2ilt.4 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . .  a e x u é ~  a u  L o n g u e w  d'onde v d i b L u  (400nm<~t700nm) 

Cette inf luence  des r a d i a t i o n s  v i s i b l e s  s ' e x e r c e  su r  l a  reproduction 

sexuée de c e r t a i n s  Pyrénomycètes comme en témoignent l e s  t ravaux de WINSTEAD 

e t  a l  (1966), de HOGENSON e t  HOSFORD (1971) ou de Mc COY e t  a l  (1972). I ls  rap- 

por ten t  que l e s  r a d i a t i o n s  b leues  (400<X<490nm) mais a u s s i  v e r t e s  e t  rouges 

comprises e n t r e  500 e t  700nm indu i sen t  des  p é r i t h è c e s  f e r t i l e s  de GZomereZZa 

magna, Leptosphaeria aveizaria ou Mycosphagre ZZa ZiguZicoioa. 

Ces de rn iè res  données é l a r g i s s e n t  considérablement l e  domaine s p e c t r a l  

e f f i c a c e  su r  l a  sexua l i sa t ion  des  Ascomycètes e t  rendent  p lus  complexes l e s  hy- 

pothèses s u r  l a  na tu re  du système photorécepteur. , 

Enfin, il nous p a r a i t  important de soul igner  que l a  photoinduction 

sexuée ne se  r s a l i s e  que s i  des  condi t ions  génét iques ,  n u t r i t i v e s ,  thermiques, 

gazeuses,.  .. optimales son t  simultmément réunies .  Dans des cas  p a r t i c u l i e r s ,  l a  

lumière nécessa i re  à l a  sexua l i sa t ion  p e u t  ê t r e  remplacée, pa r  une con t r ibu t ion  

d ' o r i g i n e  trophique : cas  de d i v e r s  s u b s t r a t s  n a t u r e l s  l 'exemple du mi l ieu  hôte 

pour l e  Leptosphaeria typhae (LACOSTE, 1965),  thermique : cryo-induction du 

PZeospora herblzmun (LEACH, 1971b) ou gazeuse : a é r a t i o n  forcée  des  c u l t u r e s  _ 

du Pyronema domesticus (MOORE-LANDECKER e t  SHROPSHIRE, 1982). 

I I I ,  

Les s t r i c t e s  exigences lumineuses de l a  d i f f é r e n c i a t i o n  sexuée de ce r -  

t a i n s  Ascomycètes soulèvent  de nombreux problèmes ; parmi ceux-ci, l a  na ture  

du système photorécepteur e t  l e s  r éac t ions  photochimiques i n i t i a l e s  demeurent en- 

core énigmatiques. 



Les hypothèses s u r  l ' i d e n t i t é  du photorécepteur,  basées usuellement s u r  

les spec t res  d ' a c t i v i t é  des  longueurs d'onde, son t  t r è s  d ive r ses  en ra i son  même 

d e . l t é t e n d u e  du domaine s p e c t r a l ,  de  200 à 750nm, impliqué dans l e s  r éac t ions  

fongiques. Ces supposi t ions f o n t  s u r t o u t  r é fé rence  3 des  composés q u i  s e r a i e n t  

l capables d 'absorber spécifiquement des r a d i a t i o n s  u l t r a v i o l e t t e s ,  b leues  ou su- 

l pér ieures  520nm su ivan t  l e s  t r o i s  types principaux de photoréponse sexuée 

I dis t ingués  précédemment. 

Pour comprendre l e s  d ive r ses  r éac t ions  des champignons à l a  lumière,  

l e s  au teurs  suggèrent l ' e x i s t e n c e  d ' u n  cryptochrome dont l ' i d e n t i t é  supposée 
l 

v a r i e  : "P310", carotènes ou f l a v i n e s ,  mycochrome, ... 

1.- "P310":COMPOSE PHOTORECEPTEUR ............................ 
Les spec t res  d ' a c t i o n  des r a d i a t i o n s  u l t r a - v i o l e t t e s  de 230 à 380nm 

s u r  l a  sexua l i sa t ion  d'Ascomycètes ou l a  conidiogenèse dlAdélomycètes présen- 

l t e n t  de remarquablessimilitudes, notamment des  p i c s  d ' a c t i v i t é  maximale proches 

de 300nm. De ce f a i t ,  l e s  auteurs  principaux (LEACH, 1965 ; TRIONE e t  LEACH, 1969) 

admettent l ' i n t e r v e n t i o n  d 'un photorécepteur commun q u ' i l s  i d e n t i f i e n t  à un com- 

posé mycélien "P310" dont l e  s p e c t r e  d 'absorpt ion  (Xmax : 310nm) r a p p e l l e  l e s  

longueurs d'onde biologiquement a c t i v e s .  La v a s t e  r é p a r t i t i o n  du P310 e t  s a  

I 
prépqndérance dans l e s  mycéliums i r r a d i é s  f e r t i l e s  confor t en t  l ' i d é e  de son 

éventuel le  a c t i v i t é  dans l e s  mécanismes de l ' absorp t ion  lumineuse. Les nom- 

breuses données propres au "P310" ou mycosporine (ARPIN e t  a l ,  19771, que nous 
1 

d é t ~ i l l e r o n s  u l tér ieurement ,  semblent démontrer que c e t t e  molécule n 'exerce  pas  
1 un r ô l e  d i r e c t  dans l a  récept ion  des  u l t r a -v io le t s .  

L e s  réponses fongiques ou c e r t a i n e s  r éac t ions  physiologiques chez l e s  

végétaux supér ieurs  q u i  dépendent des  longueurs d'onde proche UV-bleues 

(330nm<X<520m) met t r a i en t  en jeu un système photo-récepteur de type carotène 

ou f l av ine .  Celui-ci  s e r a i t  donc à 1 'or ig ine  des  photo-réponses d i t e s  "bleues" 

(TAN, 1978) q u i  i n t é r e s s e n t  notamment l a  repsoduction sexuée des  Ascomycètes. 

Les arguments développés en faveur de l a  na ture  caroténoldique ou 

f lavin ique  du cryptochrome reposent s u r  t r o i s  types d'expérimentation. 

l 

A l ' o r i g i n e ,  l e s  auteurs  s e  basent  s u r  ce r t a ines  analogies e n t r e  l e s  I l 

spec t res  d 'absorpt ion  des carotgnes ou des f l a v i n e s  e t  ceux des réponses biolo- 

giques. Ces d e r n i e r s ,  l i m i t é s  de 330m 2 520nm, p résen ten t ,  généralement, deux 



pics  majeurs proches de 370m e t  45Onm e t  deux p ics  secondaires vois ins  de 

430m e t  480nm. Un t e l  p r o f i l  spec t r a l  suggère,. de par son e f f i cac i t é  maximale, ' 

s o i t  dans l e  proche UV (370nm) bleu (4501, s o i t  dans l a  région bleue (450 m, 

450nm, 480nm), l a  par t i c ipa t ion  respective des f lavines ou des carotènes au I 

niveau du système photorécepteur. l 

En f a i t ,  selon SCHMIDT (1980), l e s  spectres  d 'absorption de cer ta ins  , 

caroténoides b i s  4 carotène, phytofluène) ou flavoprotéines,  par s u i t e  de modi- 

f i ca t ions  l i é e s  à des réarrangements moléculaires ouassociationspigmentaires 

i n  vivo, suggèrent que ces deux c lasses  de composés peuvent, séparément, rendre 

compte des spectres  d ' a c t i v i t é  physiologique. Ceux-ci ne suf f i sen t  donc pas 3 

l ' i d e n t i f i c a t i o n  des molécules photoabsorbantes. 

b )  ConXenu -=-=- - -=  p&j!W&e - ------=-=-=-=-=-=-=- d a  thaeeed 

Dans ce  cas ,  sont  recherchées des corréla t ions  en t r e  l es  var ia t ions  des 

concentratiors intra-mycélienneï de ces  deux "pigments" e t  l e s  modifications de 

l a  photosensibi l i té  des organismes. 

Ces études sont  généralement basées sur  l 'emploi d ' inh ib i teurs  de bio- 

synthese des carotènes ( t e l l e  l a  diphénylamine) ou des f lavines  ( t e l l e  l ' a tébr ine  

ou l ' u t i l i s a t i o n  des souches mutantes "albinos" ou à t r è s  fa ib le  contecu piq- ' 

mentaire (PAIETTA e t  SARGENT, 198 1) . 
1 

Dans ce sens,  l 'absence de carotènes chez un nutant  "albinos" de Q r o -  
1 nema confZuens n'empêche pas l a  sexualisation de c e t t e  souche (CARLILE e t  FRIEND, 

1956). Par contre,  l ' a c t i o n  de l ' a t eb r ine  peut inhiber l a  formation des pér i -  

thèces du ~Vectria haematococca (TSCHABOLD, 1967). Dans l'ensemble ces  r é su l t a t s  

sont cependant t r è s  contradictoires  e t ,  souvent mis en doute par : 

- l a  non s p é c i f i c i t é  des agents inhibi teurs ,  

- l ' ex i s tence  possible d'une quant i té  rés idue l le  de substances photoréceptrices 

techniquement indécelable mais. théoriquement suf f i san te  pour assurer  

l 'absorpt ion lumineuse. 

c ) Chgngeqega d 'abaakbgnge-dg v ~ y c é t h  - - - - - - - - - - = - - - - - = - = - - - - - -  =-=-=-  

La mise en kvidence de changements d'absorbante du t h a l l e ,  après son 

i l luminationpar des éclairements proche UV-bleus, démontre que l e s  spectres 

d ' e f f i c a c i t 6  des radiat ionsincidentes  sur  l e s  modifications de densi té  optique 

mycélienne e t  sur l e s  réponses biologiques son t  s imi la i res  (MGOZ e t  BUTLER, 1971 

Ces recherches récentes s 'appliquent à divers processus photosensibles 

(carotenogenGse-rythme de conidiogenèse) chez Neurospora, Phycomyces, ... El les  



ne f o n t  p a s ,  actuel lement,  référence 3 l a  photoinduction sexuée des Ascomycètes 

dépendante, cependant, des  mêmes radiat ionsque les réac t ions  biologiques analysées.  

Les r é s u l t a t s  obtenus, dans ces condi t ions ,  met tent  en évidence l e  r ô l e  détermi- 

nant  des f l a v i n e s  dans l a  photoréception pu i s  dans l a  photoréduction d e s  cytochro- 
l 

m e s  b e t  c q u i  représente  une r é a c t i o n  primaire consécutive l ' absorp t ion  lu-  
l 

mineuse (SENGER e t  BRIGGS, 1981) . 

En conclusion, TAN (1978) e t  SCHMIDT (1980) résument l e s  arguments fa-  

I vorables -ou non- à l a  na ture  caroténoïdique ou f lavin ique  du photorécepteur e t  

I admettent que ce lu i -c i  e s t ,  p lus  probablement, une f lavoprote ine  l i é e  au 

plasmalemme. 

3.- MYCOCHROME PB PNUV - ---------- 
Des r a d i a t i o n s  lumineuses, de q u a l i t é  ident ique  à c e l l e s  é tud iées  

précédemment (330<X<520nm), e n t r a i n e n t ,  chez certainschampignons, des r é a c t i o n s  
1 

à e f f e t s  d ' i n h i b i t i o n  ou d ' induct ion  réve r s ib le  e t  d é f i n i e s  comme photo- 

l réponses r é v e r s i b l e s  proche UV-bleues (TAN, 1978).  Cel les-c i ,  q u i  con t rô len t  

l a  conidiogenèse de diversDeutérom~cètes,  invoquent l a  présence d'un système 

photorécepteur appelé, p a r  KUMAGAI ( 19 78, 1980) mycochrome P ( "pigment b leu")  - 
B 

P ~ v  ( "pigrnent proche UV") . 
Ainsi ,  l a  formation des conidies  dfAZterna&a tomato ou d'HeZnrinthos- 

poriwn oryzae (KUMAGAI, 1982) e s t  r é d u i t e  par  des  r ad ia t ions  bleues (385nm, 

4 0 0 ~ 1 ,  447nm, 480nm). C e t t e  i n h i b i t i o n  e s t  levée p a r  des exposi t ions  proche UV 

(300 à 320 nm) s i  c e l l e s - c i  succèdent~immédiatement à 1'Gclairement b l e u  défa- 

vorable ,  c e t t e  a l t e r n a t i v e  pouvant s e  répéter .  Les e f f e t s  de c e s  deux lumiores 

son t  réciproquement r é v e r s i b l e s  e t  l a  sporula t ion  dépend, f inalement,  de  l a  qua- 

l i t é  du de rn ie r  éclairement reçu. 

Plus précisément, KUMAGAI ( 1978) démontr'e que des  f r a c t i o n s  a c e l l u l a i r e s  

du mycélium d 'Al te rna r i a  tomato, soumises successivement à des  i r r a d i a t i o n s  b leues  

p u i s  proche UV, p résen ten t  corrélat ivement des changements de dens i t é  optique.  

Ceux-ci, r é v e r s i b l e s  e t  spéci f iques  de l a  na ture  du rayonnement inc iden t  te rminal ,  

expriment des r éac t ions  a l t e r n e s  de photo-oxydo-réduction au  niveau de deux 

pigments P e t  P q u i  absorbent ,  respectivement, l e s  r a d i a t i o n s  bleues e t  pro- 
B NUV 

che u l t r a - v i o l e t t e s .  Ils cons t i tuen t  l e  mycochrome q u i  e s t  m i s  en jeu dans ce 

type de photocontrôle biologique. Aucune expérience ne d é f i n i t ,  à ce jour ,  

l ' i n t e r v e n t i o n  d 'un t e l  système photorécepteur dans l e  processus sexué des  

Ascomycètes. 



iia 

4.- IDENTITE DU CRYPTOCHROME : AUTRES HYPOTHESES ............................................ 1 

Les photoréponses fongiques obtenues sous l ' e f f e t  d 'éclairements 

vis ibles  de 400 a 750 nm suggèrent aux auteurs  que l 'absorpt ion lumineuse 

pourrai t  ê t r e  assurée s o i t  : I 

- par un système de pigments énergétiquement associés comprenant vraisembla- 

blement des caroténoides seu ls  ou l i é s  à une f lavine e t  à une porphyrine 

(JEREBZOFF e t  JACQUES, 1969 ; PREVOST-MONNOT, 1974 ; DURAND, 1975) 

- par un phytochrome RC-RS (TAN, 1974) lorsque d'une manière analogue a u  Végé- 

taux supérieurs,  l e s  réactions fongiques dépendent, p lus  part iculièrement,  des  

radiations rouges c l a i r e s  (RC) e t  sombres (RS) 

En dé f in i t i ve ,  il e s t  admis que l ' exac t e  i den t i f i ca t i on  du (des) photo- 

récepteur ( s )  n ' e s t  pas encore e f fec t ive  (PAIETTA e t  SARGENT, 1983) e t  que, dans 

ce but, l e s  recherches ne se fondent pas sur  l a  photoinducticn sexués des Ascomy- 

cètes. Celle-ci révè le ,  par a i l l e u r s ,  l a  d i v e r s i t é  des  exigences lumineuses se lo i  

l e s  espèces fongiques é tudiées ,  mais d ive r s i t é  encore amplifiée par l e s  con- 

di t ions  cu l tu ra les  e t  l e s  moyens techniques disponibles. 



C H A P I T R E  I I  

1 

l 

CONDITIONS LUMINEUSES DE LA REPRODUCTION SEXUÉE DU N . G A L L I G E N A  

Nous-avons tenté de préciser la photodépendance de la fructification 

parfaite du N. gaZZigena par : 

- différents modes d'éclairement en lumière blanche pour déterminer les be- 
soins lumineux minimaetoptima des principales phases du processus sexué, 

- des radiations monochromatiques afin de définir l'effet inducteur des 
différentes longueurs d'onde (dépendance spectrale de la sexualisation) 

- des comparaisons de divers spectres d'absorption d'origine mycélienne et 
celui de la réponse sexuée pour supposer une explication de la photorécep- 

tion ou un moyen d'étudier celle-ci. 

Toutes les expériences, d'une durée minimale de 30 jours, sont ef- 

fectuées sur milieu synthétique M23, gélosé ou liquide, a la température 
constante de 18 OC. 



1, - INFLUENCE DE LA L U M I È R E  BLANCHE 

Pour c e t t e  expérimentation, tous les bclairements son t  r é a l i s é s  en lu-  1 

mière blanche e t  l ' é n e r g i e  du f l u x  lumineux, sauf pour l a  de rn iè re  manipula- I 

t i o n ,  est  toujours  égale .3 750 pWcm", au niveau des c u l t u r e s .  l 

Les r 6 s u l t a t s  obtenus o n t  f a i t  l ' o b j e t  d'une pub l i ca t ion  parue au Cana- 

dian Journal of Botany (DEHORTER e t  LACOSTE, 1980 ) I 

1.- INFLUENCE DE LA DUREE JOURNALIERE D'ECLAIREMEIJT ............................................... 
Durant 30 jours ,  l e s  c u l t u r e s  du N. gazzigena son t  é c l a i r é e s  quotidien- 

nement durant 0 ,5  ; 1 ; 2 ; 4 ; 6 ; 8 ; 12 ; 16 ; 20 e t  24 heures.  Pa ra l l e l e -  

ment .3 c e s  e s s a i s ,  une s é r i e  c u l t u r a l e  e s t  maintenue à l ' o b s c u r i t é  cons tante .  

La production p é r i t h é c i a l e  qu i  r é s u l t e  de c e s  d ive r ses  condi t ions  lu-  

mineuses e s t  représentéesar  l a  f i g u r e  16. 

Figrne 16 .  : IneL~ence de LG dwrée de llé&&ment jounae*m awr La kepfiocfuc- 
t i o n  oexuée du N .  gcZZigena cllativé à 78 O C  nwr m&eu dyvLthé~yue 
M23 g6ladé. 
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i Ces r é s u l t a t s  confirment que l e  développement du N. gazligena à l ' obs -  

1 c u r i t é  permanente ent raÏne  sa  s t é r i l i t é  sexuel le  e t  donc que s a  f r u c t i f i c a t i o n  
l 
l 
l 

p a r f a i t e  e s t  s t r i c t e m e n t  photodépendante. 

1 L'induction p é r i t h é c i a l e  n é c e s s i t e ,  globalement, peu de lumière, au 
1 

t o t a l ,  15 heures  d ' i r r a d i a t i o n ,  a r a i s o n  d 'une  demi-heure p a r  jour, peuvent dé- 

clencher l a  formation d 'ascocarpes matures. Le rythme optimal d 'éclairement e s t  
1 

représenté  p a r  une a l te rnance  journa l i e re  de 16 heures de lumière e t  de 8 heures 

d 'obscur i té .  

D'autre p a r t ,  on consta te  que l a  lumière continue n'engendre qu'une 

très l égè re  diminution de l a  production p é r i t h é c i a l e ,  sans rappor t  avec l a  for-  

t e  régress ion  observéetdans ce cas,chez l e  LeptosphaerYia typhae (VIDAL, 1983) 

par  exemple. 

Dans l a  s u i t e  de ce t r a v a i l  e t  pour des  r a i sons  m a t é r i e l l e s ,  l e s  cul- 

t u r e s  son t ,  l e  p lus  souvent,  &c la i rées  se lon un rythme nycthéméral de 12 heures 

e t  non pas ,  logiquement, d 'après  l e  r é s u l t a t  précédent ,  durant  16 heures par  

jour. 

2 .  INFLUENCE DE LA DUREE D'UI'J PRE-SEJOUR OBSCUR ............................................ 
Dès l ' i n o c u l a t i o n ,  l e s  c u l t u r e s  s o n t  p lacées  à l ' o b s c u r i t é  permanente 

durant  : 5,7,8,9,10,11,12,14,16,18,20 ou 22 jours.  A l ' luie de ces pér iodes ,  l e  

champignon e s t  é c l a i r é  quotidiennement jusqu'au terme de l 'expérimentat ion : 

s o i t  30 à 40 jours.  

La f i g u r e  17 i l l u s t r e  l e s  r é s u l t a t s  obtenus, 
i 

Figuie 7 3. : Tn&kence de dm& d'un j~~ë-héjom d a  cuRtuhed à 1'0b~cwti;té: 
com;&nte awr la hepmduu2on oexué:e du M. g&ysma, kncubé è 
18 O C  sur  mZZieu synthdtique M23 gélosé. 
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1 

La figure 17 démontre que le nombre d'ascocarpes demeure important dans 

les culturesmaintenues, initialement, 8 jours ou moins à l'obscurité totale et 

que, par la suite, il diminue graduellement avec l'allongement du pré-séjour 

obscur. Une durée de celui-ci égale a 11 jours réduit de moitié la production 
péritheciale par rapport ZI la réponse sexuée optimale. 

3.- INFLUENCE DE LA DUREE D'UN PRE-SEJOUR ECLAIRE ---------------------------------------------. 

Après l'ensemencement, les cultures sont soumises ?I un certain nombre 

(5,6,7,8,9,10,11,12,14,16,18,20 ou 22) de photopériodes journalières de 12 heure 

puis elles achèvent de se développer a l'obscurité continue. 
Après 30 jours, les nombres d'ascocarpes fertiles ainsi obtenus sont re- 

portés dans la figure 18. 

Figue 18 .  : Zndluence de l a  dwrée d'un phé-néjam é c l c h é  n u  & ~epcductLovi 
auuée  du N .  gazligena c d X v é  à 18  O C  n ~ r  &eu n ynthétique 
MZ3 géloné 
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P E  R I  T H E C E S  

min.  max. moy. 

Les résultats, reportés dans la figure 18, font apparaitre que des 

éclairements très précoces, sont fort peu efficaces en raison probablement 

d'une croissance mycélienne insuffisante. 



L1augmentation,de 14 3 22,du nombre de photopériodes double l a  quan- 

t i t é  d'ascocarpes f e r t i l e s  qui devient optimale après 22 jours d ' i r rad ia t ion .  

~ On r a z q u e  que l e  cycle sexué complet, d'une durée de 30 jours ,  
1 

peut s'achever sans application lumineuse d i r ec t e  s i  ce l le -c i  i n t e rv i en t  e t  dure ,  
1 

préalablement, de façon sa t i s fa i san te .  
1 

Compte tenu des r @ s u l t a t s  présentés dans l e s  f igures  17 e t  18, il semble 
l 

que, chez l e  N. gazligena, l a  période de développement comprise en t r e  l e s  7ème 
1 

e t  22ème jours s o i t  t r è s  propice à l ' a c t i on  d'un photostimulus. L'expérience 

suivante a é t é  conçue dans l e  but  de v é r i f i e r  ce point .  

4.- INFLUENCE D'UN NOMBRE LIMITE DE PHOTOPERIODES (12hL/jour). ......................................................... 
I Le séjour i n i t i a l  à l ' obscur i té  constante des cultures. e s t  interrompu à 

I p a r t i r  du 7ème jour par  des éclairements quotidiens de 12 heures. Le nombre de 

ces photopériodes var ie  de 1 à 16 selon l e s  cas. A l a  f i n  de l a  séquence d ' i r r a -  

d ia t ion ,  l e s  cultur'es sont replacées à l ' obscur i té  t o t a l e .  

La f igure  19 exprime l e s  variat ions de l a  production pér i théc ia le  du 
l 

Y. gazligena exposé à ces conditions. 

Figue 1 9 .  . : i ~ ~ L u e n c e  d'un nambtre U é  de photopéLaden ( 1 ZhL/ j a u )  , appfiquéu 
à p U  du 3ème j o m ,  dm La irc?paoductian ~ciexuée du JI. gazligena 

- c W v é  à 1 8  O C  nuh &eu 4 ynthéaXque E423 géLa4 é. 

, 

T E M P S  D E  C U L T U R E  E N  J O U R S  N O M B R E  D E  
P E R I T H E C E S  

min. max. moy. 



Ces r é s u l t a t s  (Fig . 19) confirment l a  photosensibi l i té  du N. gaZZigena 

en t r e  l e s  7ème e t  22ème jours de son développement oE l 'accroissement des nom- 

bres  de photopériodes e t  d'ascocarpes vont de p a i r .  

La production pér i théc ia le  (25 % )  obtenue d'un s eu l  éclairement de 
l 

12 heures au 7ème four  dépasse c e l l e  induite (17-21 si) à l a  s u i t e  d'un pré- 

séjour a l a  lumière de 7 jours (Fig. 18) . Cette régression n ' e s t ,  cependant, 

pas comparable aux e f f e t s  d ' inh ib i t ion  sexuée causés par de s  éclairements pré- 

coces e t  observés chez Gelasinospora ret iculospora (INOUE e t  FURUYA, 1974b) ou , 

Pyronema domesticus (MOORE-LANDECKER, 1979b). Chez l e  N. gazligena,  c e t t e  dimi- 

nution du nombre d'ascocarpes f e r t i l e s  semble r é s u l t e r  d'un é t a t  de moindre ré- 

cep t iv i té  du t ha l l e  conditionné par  une v i tesse  de croissance mycélienne plus 

f a i b l e  a l a  lumière qu 'a 1 'obscurité permanente (Fig . 14) . 
Enfin, l e s  t r o i s  sé r ies  expérimentales (Fig. 17, 18 e t  19) corroborent 

l e  f a i t  d'une plus grande e f f i c a c i t é  inductrice des i r r ad i a t i ons  données entre  

l e s  7ème e t  12ème jours de développement par rapport  à c e l l e ,  infér ieure  de 

mo i t i i ;  des photopériodes appliquées du 12ène au 22ème jour. 

5 . -  INFLUENCE DU MOMENT D'APPLICATION D'UN SEUL ECLAIREMENT ....................................................... 
DE 12 HEURES ------------ 

Durant l es  30 jours de l e u r  incubation a l ' obscu r i t é  permanente, l e s  

cul tures  ne reçoivent qu'un seul éclairement de 12  heures. Cette i r r ad i a t i on  

unique i n t e rv i en t  à l ' u n  des journées comprises en t r e  l e  6ème e t  l e  13ème jour 

après 1 ' inoculation. 

La f i gu re  20 rend compte des nombres d'ascocarpes f e r t i l e s  obtenus. 

Les r é s u l t a t s  (Fig.  20) montrent que l e  N .  gazligena manifeste un maxi- 

mum de photorécep t iv i tëdès  l e  7ème-8ème jour de son développement sur  milieu 

so l ide  e t  que 12 heures de lumière suf f i sen t  a l o r s  au déclenchement de l a  repro- 

duction sexuée. 


































































































































































































































































