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INTRODUCTION

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 13 méme, d'élucider les
mécanismes physiologigues et orientations métaboliques de la sexualisa-

tion fongique, théme de notre travail.

Ainsi la reconstitution, {n v{tro, du cycle biologique
d'unvmycéte oblige a unemaltrise des ccnditions génétiques, nutri-
tionmelles, physicd—chimiques (tempéraﬁure, lumisre, pH, teneurs en
CO, et 0, ,...). Cette réussite, essentielle pour le systématicien, le
phytopathologiste, l'industriel (producticon d'espéces comestibles),
définit les rapports'entre croissance végétative, sporulation asexuée
et morphogenése sexude. La réalisation.-de ce dernier stade exige, plus
que tout autre, une combinaison optimale de nombreux éléments ol la
fécondité sexuée reldve d'une orientation métabolique spécifique aé-
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, lumigre,...)

Diverses revues (TURIAN, 1978, MANACHERE, 1980,...) résument les ré-
sultats acquis & ce jour. Elles témoignent, d'une part, de la diversité
des réactions fongiques aux modifications de ces paramétres et de la

difficultse d'établir, a ce niveau, des lois Qénérales régissant la
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reproduction des champignons. D'autre part, elles mettent, souvent, en
évidence la sensibilité de la réponse sexude dont l'inhibition -oul'in-
duction- peut 8tre le fait de variations paraissant aussi mineures que
l'absence d'un microélément du milieu nutritif, un écart thermique d'un

seul degré (°C), une irradiation lumineuse de quelques secondes.

L'étonnante : précision de ces derniers résultats suscite de
nombreuses interrocgations quant aux mécanismes physiologigques et boulever-
sements biochimiques,ainsi impliqués, qui conditionnent favorablement - ou

non - la reproduction sexuée.

Aussi ces mémes questions se posent-~elles pour appréhender le
r&le de la lumidre facteur indispensable de la fructification parfaite de
certains champignons. Dans ce c¢as, le contrdle des paramétres lumineux
apparait fondamental puisqu'il permet, {1 V{tho, la sexualisation fongique
alors que celle-ci peut-~-&tre rare ou aléatoire dans la nature. De fait,
la photoinduction sexuée sculédve de nombreux problémes principalement ceux
relatifs & la nature du systéme photorécepteur, aux réactions biosynthéti-
ques primaires et secondaires consécutives & l'abscrption lumineuse, a
l'existence de métabolites capables de transférer 1l'énergie photonique

ou de se substituer a celle-ci.

Notre étude du déterminisme de la sexualisation chez
1'Ascomycete Nectria galligena Bres. illustre les propos énoncés ci-
dessus et tente d'apporter guelques éléments de réponse aux nombreuses

questions posées.

- Si la stricte photodépendanée de la reproduction sexuée du N. galligena
nous a plus particulidrement préoccupé (32me et 4éme parties), cette ana-
lyse suppose une maitrise préalable des conditions génétiques (ldre partie
nutritives et thermiques (22me partie) de la fructification parfaite de

ce Pyrénomycete.

- la troisi2me partie est donc consacréde 3 l'étude qualitative et quantit:
tive des exigences lumineuses de la morphogendse périthéciale. A la suite,
des résultats acquis et,conformément aux hypothéses généralement émises ST

ce sujet, nous avons recherché la présence de substances mycéliennes



éventuellement photoréceptrices sinon photosensibles.

Dans ce cas, il apparait que seuls les mycéliums irradiés
forment spécifiquement un composé appelé "P310" ou mycosporine, l'acti-
vité et la signification bioclogique de cette substance, les conséquences
métaboligques au plan enzymatigue et stérolique de l'incorporation de
"p310" au substrat nutritif sont les principaux sujets d'expérimentation

qui composent la guatrieme partie.

Au cours de ce mémoire, nous avons souvent confronté les
résultats obtenus chez le Necitria galligena avec ceux gui, intéressant
le Nectria ditisstma, sont explicités par ailleurs (DEHORTER et PERRIN,
1983a,b) . L'éventualité que ces deux espéces de Nectriag, agents de~
chancres arboricoles, puissent sexualiser dans des conditions lumineuses
trés différentes comme le laissaient supposer des expériences préliminaires
a motivé cette étude. En fait, les éaractéristiques trés similaires de
la photoinduction sexuée de ces deux champignons n'ont pas permis les
comparalsons escomptées, ni justifié, ici, une relaticon plus développée

de ces travaux.
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TECHNIQUES CULTURALES

I.- LES SOUCHES DU N. GALLIGENA BRES.

1.- OBTENTION

Les souches proviennent d'isolements d'asques entiers ou d'as-
cospores obtenus de périthéces prélevés a partir de plaies chancreuses
sur pommiers (Malus communis Poiret) localisés dans l'Aveyron et le Pas-
de-Calais. Nos expériences initiales (DEHORTER, 1972) concernent un iso-
lat homothallique.provenant du premier site géographique cité. Par la
suite, la perte des potentialités reproductrices de cette souche, dénom-
mée dans nos expériences ultérieureé "souche ab", nous a con-
traintsa de nouveaux prélévements (Pas-de-Calais). Toute notre étude est
basée sur le développement, & caractére hétérothallique, de ces derniers
dont les cultures moncascales préséntent, in vitho, comme nous l'avons
rigoureusement contr&lé, un comportement morphcgénétigque trés comparable

a celui primitivement décrit.

- Les isolements d'asques sont toujours réalisés dans des cham-
bres & huile 3 l'aided'uﬁmicromanipulateur de De Fonbrune, ceux des asco-
spores sont pratiqués selon cette méme technigque (LACOSTE, 1965) ou selon

la méthode des dilutions.

2.- CONSERVATION

La conservation des soﬁches est assurée par la culture de
celles~ci dané un environnement externe favorable & la sexualisation :
température constante de 18°C, éélairement (750 uwem 2) journalier de
12 heures de lumidre blanche et sﬁbstrats solides divers : fragments
de racine de carotte ou de branche de pommier,milieux naturels(eau d'a-

voine 40g/1l) ou synthétique (M23).
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3.- ENSEMENCEMENTS

Les souches, servant aux inoculations, issues des cultures
fertiles précitées, sont repiqﬁées toﬁé les 10 jours, successivement sur
fragment de racine de carotte et milieux liquides : eau de pomme de terre:
(40g/1) et synthétique (M23). Durant ces 30 jours, une température de 18°¢

et l'obscurité sont constantes.

Dans tous les cas, les inocculums sont formés de petits frag{
ments prélevés de mycéliums maintenus donc 10 jours & l'obscurité, sur
milieu synthétique liquide (M23), ceux considérés comme références. pour

toute notre expérimentation sont d'origine monoascale.

IT.- LES MILIEUX CULTURAUX

Pour obtenir la sexualisation du N. galligena, {n vitro,
nous avons essayé des milieux culturaux trés variés dont les caractéris-
tigues essentielles sont décrites par ailleurs (tableau4 page53 ). Nous

détaillons ci-apréds les substrats les plus usités lors de notre étude.

1. MILIEU HOTE

Il est composé de fragments de branche {longueur 10cm,

diamétre lcm) de pommier (Malus communis Poiret) introduits soit :

- dans un erlenméver de 300 ml contenant 50 ml d'eéu distillée ol ils

sont disposés quasi verticalement

-~ dans des tubes'Pyrex (25 x 200 mm) renfermant de l'eau distillée gelosée

2.- MILIEUX NATURELS

a) Fragments de racine de carotte

Des tranches de racine de carotte, découpédes & l'emporte-
pidce, sont placées dans des tubes de Roux (20 x 200 mm) contenant 10 ml

d'eau distillée



b) Milieu eau de pomme de terre

Des tubercules de pomme de terre (variété Bintje), soi=-
gneusement €pluchés puis pesés (50 g), sont broyés a l‘ultra-tufrax.et
mis en suspension dans 1 litre d'eau distillée. Aprés ébullition durant
15 minutes le milieu refroidi est filtxé (verrefriétéﬁ porosiﬁéi). Le fil-

trat est ramené au volume initial et ajusté a pH 5,5.

¢) Mélange de farine d'avoine (20 g/1) et de blé (20 g/1)

Un mélange,a parts égales,de farine d'avoine (20 g/1) et
de blé (20 g/l) est mis en suspension dans 1 litre d'eau distillée. Apras
agitation 15 minutes, ce milieu est placé, durant 15 heures, dans une étuve
4 65°C. La décoction est aloré centrifugée puis le surnageant, filtré
(verre fritté porosité 1), ramené au volume initial, est ajusté & pH 5,5.

Ce milieu est employé sous forme gélosée (15 g de gélose par litre).

3.- MILIEU SYNTHETIQUE "M23"

Ce substrat synthétigque "M23" sert de milieu de référence a
toute notre étude. Sa composition pour 1000 ml d'eau distillée est la

suivante :

éLiments mindraux

KHzPO4 : 800 mg Feso4, 7H20/EDTA Na2 : 15/10 mg
Mg SO4, 7H20 : 250 mg Mnso4, HZO : 5 mg
Na H2PO4, HZO : 100 mg 30333 : 3 mg
CaCl2 : 50 mg Cu 504, 5H2O : 1 mg
Zn SO4, 7H20~ : 15 mg Mo Na204, 2H20 : 1 mg
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- vitamines

Thiamine (bichlorure) : 0,2 mg

Pyridoxine (hydrochlorure): Q0,2 mg
Biotine (D+) : 0,01 mg

S 80URCRA azOLELs

acide L glutamigque : 352 mg )

L - alanine : 212 mg ; 100 mg d'azote par litre
L - asparagine HZO : 162 mg )

~ A0unce darnbonle

maltose (D+) - : 4800 mg )} 2 g de carbone par lit

Ce milieu dont le pH est ajusté & 5,5 par addition de
soude (Na OH, N), est employé ligquide ou gélosé (15 g de gélose/l)

4.- STERILISATION

Les divers milieux sont répartis, sous forme gélosée,
a4 raison de 20 ml/tube Pyrex (25 x 200 mm) et de 10 ml/tube en gquartz
(18 x 180 mm) alors que, liquides, ils sont dispensés & raison de
16 ml/tube Pyrex (25 x 200mm) et de 100 ml/boite de Roux de 1l litre ou
les divers récipients sont bouchés au coton hydrophile. Aprés leur
répartition, les substrats sont stérilisés par passage dans 1'auto-
clave durant 20 minutes sous une pression de 0,5 atmosphére. La fil-
tration sur membrane Millipore (porosité 0,4 p) assure la stérili-
sation des substances thermolabiles. Aprés leur autoclavage, les tu-
bes de substrat gélosé sont refroidis en positicn inclinée afin de

présenter une plage de culture avoisinant 35 cm®.

ITI.- CONDITIONS THERMIQUES ET LUMINEUSES DE CULTURE

1.- TEMPERATURE

L'incubation des cultures s'effectue dans des enceintes

climatisées et thermorégulées & + 0,5 °C.
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2.- LUMIERE

a) Lumigre blanche

D'une fagon générale et pour des raisons matérielles, nous

entendons par le terme "cultures éclairées 12H L/12H O" que le champi-

gnon se développe sous un éclairement moyen égal & 750 uWem ? qui est
dispensé sous un régime photopériodiqﬁe journalier de 12 heures de lu-
migre blanche alternant avec 12 heures d'obscurité. La lumidre blanche
est ainsi fournie par des tubes fluorescents (Sylvania~Lifeline Daylight
F 40 T 12 D et F 20 T 12 D). Ces tubes sont utilisés selon les normes
définies par le fabricant et l'énergie lumineuse fournie est régulizre-
ment cpntrﬁlée. Des compteurs horaires nous assurent de la durée des

photopériodes.

b) Influence de la qualité de la lumiére

Afin de préciser l'influence biologique que la lumiére
exerce de par sa qualité, trois systémes lumineux ont été successive-
ment employés qui assurent progressivement une meilleure définition du

spectre lumineux.

- tubes fLuonescents

Des lumigdres colorées sont émises par des tubes fluorescents :

- Mazdafluor TFW 20 -~ lumiére noire de Wood-pour les radiations proches

ultraviolettes : 300 nm <A < 400 nm, Amax : 360 nm.

- Sylvania F 20 T 12, "blue, green red" pourA;espectivement les zones :
bleue, 400 nm <A< 600 nm, Amax : 530 nm ; verte, 490 nm <A < 600 nm,

A max : 530 nm ; rouge, 600 nm <A< 750 nm, Amax : 660 nm.

- gltrnes internfénentiels

Par l'emploi combiné de lampes & arc au xénon et chlorure de
césium haute pression (Philips-CS x 450 W) et de filtres interférentiels
(MTO-Intervex A, DA et M), il nous a été possible de définir les 16 in-

tervalles spectraux qui figurent dans le tableauls page 131.




- mongchromateun

Ce systéme lumineux est basé sur l'emploi d'une lampe
a4 arc au xénon haute pression (Osram-X BO,900 W) et d'un monochroma-
teur (Schoeffel-GM 250). Le réglage de la fente d'ouverture de ce
dernier permet d'obtenir une bande spectrale passante de 5 nm. De
cette facon, nous avons pﬁ étﬁdier, par interwvalle de 10 nm, l'in-

fluence de toutes les longueurs d'onde du spectre de 260 nm a 560 nm.

c) Mesure des éclairements (chm-Z)

Pour évaluer le flux énerxrgétique des éclairements au
niveau des cultures, nous.avons disposé d'une thermopile modéle sola-
rimétrique (Kipp—Zonén). Pour les faibles éclairements, nous avons
utilisé un luxmétre et un photomdtre (Alphametrics LtD, modéle n°1010)

préalablement étalonnéds par confrontation avec la thermopile.
Toutes les mesures effectudes & l'aide de ces trois
instruments ont été exprimées en microwatts par centimétre carxé

(chm-z).'

4d) ggltures 3 l'obscurité continue

Dans ce cas, les flacons de culture sont recouverts de
papier noir et incubés dans des enceintes obscures. Les manipulations
ou observations nécessaires sont alors réalisées sous un éclairage
faible de couleur rouge (A > 600 nm) qui est sans effet sur les rsac-~

tions sexuées du champignon comme nous le verrons ultérieurement.

IV.- MESURE DE LA CROISSANCE

Uniquement appréciée en milieu liquide, la croissance est
définie par la valeur movenne des poids de matiére sé&che obtenus pour
chaque jour de mesure, a partir de trois a cing boites de Roux. Ainsi,
pour chagque récipient, le mycélium est recueilli sur papier filtre sans
cendre par filtration sous vide (verre fritté porosité 1) et lavé abondam

ment 3 l'eau distillée, il est finalement pesé aprés dessication a l'é-

tuve a 105°C jusqu'a pocids constant.




Lorsque le mycélium est destiné i des analyses biochimiques, o
son poids est déterminé par pesée aprés congélation et lyophilisation.
Dans les deux cas, toute réhydratation du matériel végétal est soigneu-
sement évitée.

Les résultats pondéraux,quoique tres similaires, issus de ces

deux méthodes n'ont cependant pas été confondus..

V.- ETUDE DE LA REPRODUCTION SEXUEE

L'cbservation du déroulement £Ln vitho de la reproduction sexuée

du N. galligena se fonde sur deux types de critére: .

1- cnitenes qualitatifs

Ils prennent en considération la chronologie des principales
étapes morphogénétiques comme en témoignent l'étude ontogénigue des
ascocarpes : date et apparition des premidres ébauches, formation des

périthéces adultes puis des asques, émission des ascospores.

Ils se basent sur des éléments descriptifs (dimensions, cou-
leur ...) des fructifications qui assurent de leur parfaite ressemblance

avec celles observées dans la nature.

Z- cnitines quantitatifs

-

~ Ils font référence & la production périthéciale qui est déter-
minde, en fin de culture, souvent au 30& jour, en fonction du nombre
de périthéces comptéds et de leur fertilité constatée. Dans leur ensem-

ble, nos résultats ne rendent compte que de ce seul critére.

. Le comptage des péritheces, au niveau des cultures réalisées
en tube, est effectué de maniére précise sous la loupe binoculaire. Lors-
que le champignon se développe en boite de Roux, l'importance de la re-
production sexude est évaluée approximativement au moyen d'un indice

Périthé&cial qui est fonction d'un comptage effectué au niveau d'un sec-

teur de la culture.
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. La fertilité des périthices est établie, soit par examen
microscopique aprés dissection des ascocarpes, soit par constatation
34 la loupe binoculaire, de la présence d'ascospores agglomérées en

une masse jaundtre i l'ostiocle périthécial.
3- expression des rdsultats

Chaque étude répétée plusieurs fois comporte deux lots, 1l'un
sujet et l'autre témoin, composé chacun d'un minimum de § tubes ou de

3 boites de Roux.

La série culturale témoin résulte, invariablement, du dévelop—‘
pement d'un inoculum d'origine monoascale, sur milieu synthétique M23 |
ligquide ou gélosé, & la température constante de 18°C et scus un éclai-
rement (750 p Wem ?) journalier de 12 heures de lumiére blanche
(12H L./12H 0O).

Les valeurs de la production périthéciale (ou nombre de péri-

_théces) apparaissant dans les tableaux ou figures, expriment le rapport,

multiplié par 100, entre les nombres moyens d'ascocarpes fertiles comp-

|
tés par tube dans les deux cas, respectivement pour le lot traité et le

lot témoin soit :

PRODUCTION _ Nbre de périthéces fertiles/tube du lot sujet
PERITHECIALE Nbre de périthéces fertiles/tube du lot témoin

x 100

. En outre, sont souvent indiquées les variations minimale
(min.) et maximale (max.) de cette valeur qui, par son mode de calcul,

assure une certaine homogénéité & l'ensemble de nos résultats.

. Lorsque le champignon est cultivé en boite de Roux, le
nombre de périthéces fertiles/boite est apprécié par un indice péri-
thécial de type O, +, ++, +++, ol chaque croix (+) correspond a envi-

ron 1000 ascocarpes.
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TECHNIQUES CYTOLOGIQUES

Certains caractéres cytologiques et anatomiques relatifs
aux mycélium et structures morphogénétiques du N. galligena sont
établis, a la suite de prélévements régulidrement effectués dans

les cultures fongiques, par des observations microscopiques.

I.- OBSERVATIONS IN TOTO

Les primordiums périthéciaux et les jeunes ébauches des
ascocarpes ont été étudiés aprés simple écrasement et coloration
par le bleu-coton C4B. L'étude des asques a été faite aprés montage
dans divers colorants spécifiques, tels que le réactif iodo-icduré,

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

II.- COUPES AU MICROTOME

L'étude des stades ultérieurs aux ébauches périthéciales
nécessite des coupes sérides (5u d'épaisseur) au microtome, obtenues
selon les méthodes classiques : fixation au mélange de Westbrook et

coloration & 1l'hématoxyline ferrique-éosine.
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TECHNIQUES D'ANALYSE

I.- SPECTRES D'ABSORPTION DU ¥. GALLIGENA

1.- SPECTRES D'ABSORPTICN IN VIVO

Ils sont étabiis 4 l'aide d’un spectrophotométre (Safas,
Spectralux 1800) qui a été modifié pour permettre l'étude de 1l'ab-
sorption du matériel biologique de forte densité optique. Dans ce
cas, le mycélium prélevé est déposé sur un support de papier Joseph
imbibé d'eaﬁ, l'ensemble est placé sur l'une des faces d'une cuve
du spectrophotometre, la cuve étant txés rapprochée du photomulti-
plicateur de.l'appareil. L'enregistrement des spectres d'absorption

des thalles {n vi{vo a été réalisé de 330 nm a 570 nm.

2.- SPECTRES D'ABSORPTION D'EXTRAITS ACELLULAIRES

D'une maniere générale, les mycéliums récupérés par fil-
tration sous vide sur verre fritté (porosité 1) sont soumis & diver-~
ses extractions-broyages (ultra-turrax) et centrifugations (SORVALL
RC-55,10 minutes, 20 000 g, 5°C). Finalement, les surnageants aqueux
ou éthéro-pétroliques constituent les extraits dont on mesure
l'absorption & l'aide d'un spectrophotométre (Philips-Unicam SP
800 B ou Beckman DU-8B).

I1.- DOSAGE DES FLAVINES TOTALES

le contenu en flavines totales (Riboflavine, FMN, FAD)
des thalles du N. galligena est déterminé de la fagon suivante
oll toutes les opérations sont conduites & l'abri de la lumiére

ou sous un faible éclairage rouge.

1.~ EXTRACTION AQUEUSE

Les mycéliums recueillis aprés fiLﬁration sont broyés
3 l'ultra-turrax (2 minutes),mis en suspension durant 10 minutes
dans l'eau distillée & 80°C et centrifugés (SORVALL RC-55, 20000 g
10 minutes 5°C). Puis trois extractions successives & l'eau (80°C,

5 minutes) et centrifugations sont encore pratiquées sur les culots

]
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mycéliens. Finalement, tous les surnageants, réunis, délipidés éar
extraction chloroformique et ajustés au volume désiré, constituent

chacun des échantillons.

2.- DOSAGE

Selon une méthode adaptée de YAGI (1962), ces dosages se
fondent sur la phototransformation, spécifique et quantitative, en

milieu basique des principales flavines (Riboflavine, FMN, FAD) en
lumiflavine. Ce dernier composé, soluble dans le chlecroforme, est

dosée par spectrofluorimétrie.

A chacun des échantillons (1ml), préalablement ajusté
a pH 7, est ajouté ! ml de soude (Na OH, N). Ces solutions alcali-
. .2
nes sont irradiées 30 minutes en lumiére blanche (1000 puWem ) puis

additionnées d'acide acétique 20% (iml).

La lumiflavine, produite aprés irradiation, est extraite

par 5ml de chloroforme.

La fluorescence des échantillons est mesuréde & l'aide d'un
spectrofluorimétre différentiel absolu FICA 55 MKII. Les longueurs
d'onde d'excitaticn et d'émission employées sont égales respective-

ment & 455 nm et 510 nm (&)X = 7,5 nm dans les 2 cas).

Des solutions de riboflavine de concentration connue,
traitées de la méme maniére que les extraits agueux mycéliens,ser-
vent de référence aux mesures. Celles~ci sont rapportées en équi-

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

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

Pour cette expérimentation, nous avons adopté un protocole
trés généralement suivi pour l'extraction des caroténoides (FIASSON et

al, 1969).

Dans ce sens, les thalles recueillis de cultures liquides
sont lyophilisés, pesés puis broyés plusieurs fois dans un mélange
acétone-méthanol (80 : 20, v/v) jusqu'a obtention de filtrats fina-
lement incolores. Ceux—-ci,réunis pour un méme échantillon, sont
additionnés d'éther de pétrole (Eb 35-60°C). L'épiphase éthéropé-
trolique ,lavée & l'eau distillée; séchée sur sulfate de sodium -

anhydre, concentrée 2 un volume défini, est employée pour les

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

1.- EXTRACTION

Nous avons pu extraire, exhaustivement, le "P310" présent

chez le N. galligena par divers procédés d'égale efficacité.

Les thalles du champignon, congelés ou lyophilisés, sornt

maintenus, aprés broyage, dans divers solvants soit :

- l'eau distillée 2 4°C ou bouillante
- l'éthanol absolu
- un mélange hydroalcoolique (eau-éthanol : 80 : 20, v/v).

Cette opé€ration, renouvelée deux fois, présente une
durée variable de 1 heure & 12 heures suivant les quantités de
matériel végétal traitées. Par la suite, les suspensions sont cen-
trifugées et les surnageants recueillis sont soumis 3 une évapora-
tion compléte sous vide a 40°C (évaporateur rotatif Buchii) puis réhy-

dratés & un faible volume.

Ces solutions sont soumises 3 plusieurs extractions succes-

sivement acétoniques et chloroformiques suivies de centrifugations.

Le dernier surnageant minimal d'eau distillée a pH 5, est

purifié ou dosé.

2.- DOSAGE

Les dosages du P310 ont &té effectuds selon deux méthodes

différentes qul conduisent & des résultats trés comparables.

- dans le premier cas, la mesure spectrophotométrique de l'absorbance

a 310 nm des extraits, préalablement filtrés sur membrane Millipore

1% 5

(porosité 0,45u), permet de calculer, en utilisant un Elcm égal a

1020 (ARPIN et al, 1977), la quantité de P310.

- dans le second cas, la teneur en mycosporine I de ces extraits filtreé

est déterminée par chromatographie liquide haute performance (CLHP)

a l'aide d'un appareil Waters 6000 A. Celui-ci est équipé :
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- soit d'une colonne & phase réversée microbondapak C18 (Waters Asso-

-

ciates, USA) de dimensions (30 x 0,4 cm) élude, 3 20°C, par un solvant

‘hydrométhanolique (H, O-méthanol : 95 : 5, v/v) sous un débit de iml/min.

(pompe 60Q000A Waters).
- soit d'une colonne NH, (30 x 0,4 cm) éluée, a 20°C, par un solvant
eau-acide acétique (H,0-CH,COCH : 99,9-0,1, v/v) sous un débit de

2 ml/min.

3.- PURIFICATION

L'extrait aqueux (pH : 5) est purifié par passages successifs
sur des colonnes (hauteur 200 mm, diamétre 20 mm) de résines échangeuses

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

anionique : Dowex 1 x 8, forme cL”
+
cationique : Dowex 50W,forme H

anionigque : Dowex 1 x Q/forme HCO,-

Apras chaque chromatographie, sont effectudes des mesures
spectrophotométriques de l'absorption de toutes les fractions éluédes
(volume de 5 ml ou de 10 ml, collecteur de fractions LKB). Ces dernie-
res, qui présentent une absorption maximale a 310 nm, sont réunies puis

concentrées a un faible volume.

Ce protocole expérimental s'inspire de ceux suivis par

LEACH (1965) , ARPIN et al (1977).

V. RECHERCHE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES IN VITROQ

1.- PREPARATION DE L'EXTRAIT ACELLULAIRE

Les thalles, récupérés par filtration de cultures en milieu
synthétique liquide, sont abondamment rincés a l'eau distillée froide
(4°C) puis centrifugés (2 6000 g, 10 minutes, 4°C/centrifugeuse SORVALL
RC-55, rotor SS 35) en présence d'un tampon TRIS-HCL (O,1M, pH 7,4). Le
culot mycélien est alors transféré dans un milieu, a 4?C, composé de

tampon TRIS-HCL (0,2M, pH 7,4) additionné 4'ETDA (1mM), de MgCl, (SmM)
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et de cystéine (2mM). L'ensemble mycélium-tampon (rapport 1g/4ml), tou-
jours maintenu 2 une température proche de 4°C, est broy€ durant 90 se-
condes & l'aide d'un ultra-turraxdont le plongeur a préalablement sé-

journé .au congélateur.

Aprés une centrifugation (5000 g, 20 minutes, 4°C) du broyat
gui permet l'élimination des débris cellulaires, le surnageant obtenu,
toujours conservé dans la glace fondante, constitue 1l'extrait enzymati-

que immédiatement utilisé pour les dosages.

REMARQUE : En raisoh de la multiplicité de nos essais, il nous a semblé
difficile de poursuivre la purification des extraits acellulaires totaux [
comme nous l'aurions souhaité et telle gu'elle s'avire indispensable ‘
pour préciser certains rdsultats obtenus. Aussi les valeurs des activités
enzymatiques que nous avons mesurées ne sont-elles que relatives, toute-
fois elles nous apparaissent comme un méyen trés intéressant de comparer,
toute condition identique par ailleurs, des extraits acellulaires d'ori-

gine différente.

2.- TECHNIQUE DES DOSAGES ENZYMATIQUES IN VITRO

Afin d'en augmenter l'efficacité chez le N. galligena, les
modes opératoires comportent des variantes par rapport aux protocoles

initiaux des auteurs cités. N

Toutes les activités enzymatigues ont été déterminédes a la
température de 30°C i l'aide d'un spectrophotometre UNICAM SP 800 B
ou Beckman DU-8 B. Elles sont exprimées en nancmoles de substrats trans-

formés par milligramme de protéines durant une minute (nm/mg/min.) .

a) lsocitrate Lyase (EC 4.?.3.I.~HOCHBERG et SARGENT. 197

4 ml tampon TRIS-HCL 0,2M pH 6,5

1 ml MgCl, O,1M

1 ml cystéine 0,1M

1 ml phénylhydrazine 0,1M

1 ml isocitrate 0,2M

1 3 0,2 ml d'extrait 4
SP 1 ml L 1.7.10

‘ D.0. 324 mm

Blanc : remplacer 0,iml isocitrate par 0,Iml d'eau disti

jeloNeoNoNeNo e
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Ce dosage est basé (DIXON et KORNBERG, 1959) sur l'augmenta-
tion de D.O. a 324 nm dde a la formation d'acide glyoxylique-phenylhydra-

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

b) Tsocitrate deshydrogénase NADP® dépendante (EC 1.1.1.42 -
NG et DAWES, 1973

0,4 ml tampon TRIS-HECL 0,2M pH 6,5

0,05 ml Mg <cCl, O,IM

0,05 ml KCN O0,1M

0,2 ml NADP 0,01M

0,1 ml isocitrate 0,2M

0,1 32 0,2 ml d'extrait I 6,22.10°
QSP 1 ml ' D.C. = 340 nm

Blanc : remplacer l'isocitrate par 0,lmld'eau distillée.

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

suivie par l'augmentation de la D.O. & 340 nm.

c) Succinate deshydrogénase (EC 1.3.9.91 - TOKUNAGA et af, 1969)

0,4 ml tampon TRIS-HCL 0,2M pH 7,4

0,05 ml 2-6 dichlorophénol indophéncl 0,001M
0,1 ml phénazine méthosulfate 0,005M

0,1 ml succinate de sodium 0,2M -

0,1 a4 0,3 ml d'extrait L 1,61 x 10°
QSP 1iml D.0. = 600 nm

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

La diminution de la D.O. & 600 nm témoigne de la décoloration
du dichlorophénol-indophénol couplée & la réduction du succinate en pré-

sence de phénazine méthosulfate.

d) Fumarase (EC 4.2.1.2. - TOKUNAGA et al, 1969)

0,5 ml tampon TRIS-HCL 0,2M pH 7,4
0,2 ml malate de socdium 0,1M

0,1 a2 0,3 ml d'extrait z 2,44 x 10°
QSP 1 ml D.0. = 240 nm

Blanc : remplacer 0,1 ml de malate par 0,imld‘'eau distillée

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

augmentation de la D.O. a 240 nm.
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3.~ DOSAGE DES PROTEINES

Les protéines des extraits acellulaires sont dosées selon la

méthode de LOWRY et al (1951).

a) Réactifs

1= Réactif A : solution de Folin et Ciocalteu (Merk )

dilude de moitié dans l'eau distillée

2—- Réactif B : il est composé de :

- Cu SOy a 1% dans l'eau :1 ml
- tartrate de sodium et potassium & 2% dans l'eau : 1 ml
- Na,CO, & 2% dans Na OH (0,1IN) gsp 1000 ml

b) Protocole expérimental

1 ml de solution é doser

3 ml du réactif B

!

attendre 10 minutes

ajouter 0,3 ml du réactif a

“attendre 30 minutes

~ lecture des d4.0. 3 X : 500 nm

Les dosages sont rapportés a ceux effectués a partir d'une

gamme étalon de serum albumine bovine de 0 & 80 pg/ml.

VI.- EXTRACTION ET IDENTIFICATION DES STEROLS

Les lipides du matériel fongique lyophilisé sont extraits
au Soxhlet sous atmosphére d'azote, 3 l'aide d'acétone et du mélange
chloroforme-méthanol (CHCl3—-MeOH, 2 : 1, v/v). Apréds évaporation les
stérols libres sont précipités Par la digitonine, le complexe ainsi
formé est coupé par la pyridine et les stérols libérés sont recueillis

et pesés.
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La purification des stérols s'effectue sur silice G (épaisseur :

‘2 mm) en ut;lisant le mélanée solvant benzéne—acetate d'éthyle
(CGH6—Et—oAC, 5 : ;,'v/v). Ils sont-ensuite fractioﬁnés par chromato-
graphie sur couche mince d'alumine (A1203) imprégnée de nitrate d'ar-
gent et emploi du mélange solvant chloroforme-éther de pétrole-acétone
(6 : 3 : 1, v/v). Les stérols peuvent &tre ainsi séparés, en fonction
de leur degré d'insa;uration, en 4 zones principales correspondant
notamment & l'ergostérol (REf : 0,08), au lichestérol (Rf : 0,20), aux

stérols en A5 (Rf : 0,50) et & ceux en A7 (Rf : 0,60).

Chaque groupe de stérols est ensuite analysé par spectro-
métrie de masse & l'aide d'un spectrométre de masse & géométrie in-
versée de type Varian Mat 311 A, les consitituants étant caractérisés

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

Cette technigue gui permet l'analyse des mélanges complexes de
composés organiques évite‘la séparétion physique par chromato-
graphie en phase vapeur nécessitant la préparation de dérivés
silylés. En résumé, la méthode consiste a comparer le spectre
MIKE de 1l'ion moléculaire a identifier & ceux de substances de
référence. Lorsque ces dernigres ne sont pas accessibles, il

est possible de dégager les principales caractéristiques struc-
turales des produits & analyser en se basant sur les fragmenta-
tions observées dans les spectres d’énergié cinétique. En effet,
ces fragmentations sont, dans la plupart des cas, comparables

3 celles décrites dans la littérature, en spectrométrie de masse

conventionnelle. Ces diverses techniques ont permis l'isolement

et l'identification des stérols du N. galligena. .






PREMIERE PARTIE

LE NECTRIA GALLIGENA BRES,

Du champignon ascomycéte Nectria galligena, matériel

biclogique et fondement de notre travail, nous évoquerons successivement :

- la biologie naturelle,

les conditions culturales primaires du développement in vitro,

1'ontogeneése,

- la position systématique,

le probléme d'hétérothallisme.




26

I. - BIOLOGIE NATURELLE

1.~ AGENT PHYTOPARASITAIRE

Classiquement, les gualificatifs "chancre commun du pommier ou chancre

européen du pommier" rappellent la vie phytoparasitaire du N. galligena soit :

- son fréquent développement sur les rameaux du pommier (Malus communis Poiret)
ol il engendre, & terme, une corrosion profonde des tissus sous forme de

chancres fusiformes aux rides concentriques trés caractéristiques,

- le caractére endémique de cette maladie.

Pourtant, cet ascomycéte se révele trés polyphage ol FLACK et SWINBURNE
(1977) font référence a de nombreuses publications qui signalent le N. galligena
sur plus de 60 espéces d'arbres ou arbustes, réparties, non seulement en Europe,
mais également, en Amérique du Nord. Ainsi, la maladie du chancre du pommier
peut également affecter les vergers nord-américains (ZELLER, 1926 ; WILSON,

1966 ; Mc CARTNEY, 1967).

2.- LA _MALADIE DU CHANCRE COMMUN DU_POMMIER

Elle a été précisément décrite (VIENNOT-BOURGIN, 1967 ; GEOFFRION, 1980...

notamment :

- les divers symptdmes : nécroses des rameaux, desséchement des fleurs,

tiches et pourriture des fruits,

~ les voies et facteurs de contamination : cicatrices foliaires, débourrement

des bourgeons, sensibilité variétale de 1l'héte, temps pluvieux,

- les méthodes de lutte prophylactique (fumure, taille, drainage) et chimique

(produits cupriques).

3.- ASPECTS MORPHOLOGIQUES DU PARASITE

La progression du champignon dans les tissus de l'hoéte
sous forme de filaments mycéliens, gréles, hyalins et cloisonnés, suggére que
la nutrition des hyphes s'effectue aux dépens des courants de séve, des composant

amylifares (GOETHE, 1880) et pectiques (LORTIE, 1964).

Au niveau des chancres, l'infection du pommier se tra-

duit par la différenciation de structures‘reproductrices :



a)

b)
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les premiéres asexuées sont formées de coussinets hémisphériques blanchitres
ou sporodochies du Cylindrocarpon mali (All.) W. (Deutéromycéte, Melanco-
niale) qui produisent des conidies hyalines, droites ou arquées, arrondies

a leurs extrémités :

~ les unes unicellulaires ou microconidies (5-~7 x 1-3u)

~ les autres pluricellulaires ou macroconidies (10-65 x 4-7u)

les secondes sexuées, rouge vif, sont des périthéces du Nectria galligena Bres.
(Ascomycéte, Pyrénomycéte), visibles a l'oeil nu sous forme de petites sphéres
(diamétre : 350 u), isolées ou groupées en amas. Elles renferment des asgues
cylindriques (75-20 x 12-15 y) qui contiennent chacun 8 ascospores (15-20 x
6~7 1) hyalines et bicellulaires. Ces derniéres sont alors, selon la plu-
viosité, projetées hors de l'ascorcarpe ou agglutinées en une masse blanchitre

4 l'ostiole périthécial.

4.- CYCLE BIQLOGIQUE

—— e ot " . e i e T i s o 2 o

Le tableau 1 résume les observations qui, effectudes dans les vergers,

définissent les principales étapes du développement du V. galligena sur pommier

Tableauw 1. Chronofogie des phases essentielles du développement parasitaire du

N. galligena sur pommier.

OBSERVATIONS HIVER PRINTEMPS ETE AUTOMNE _HIVER

sur  PQMMIER Janv. Févr. Mars Ave, Mai Juin' Juil. Aodt Sept. Oct. Nov. Déc. Janv.

1
NECROSES - CHANCRES
1
SPORCDOCHIES ~ CONIDIES

PERITHECES - ASCDSPOHES]

- VIENNOT - BOURGIN 11957)?

- caviey (192117

- MUNSON (I!JSlh

- BULIT (1357)b
b

- DUMONT (1555)

Légende :
1- Pérniodes mm d'observation des néeroses ou chancres, des sporedochies, des

b-

conidies, des pénithices et des ascosponres sur pommier (VIENNOT-BOURGIN, 1966)%

Les époques de formation des pénithices et de fLa projection maximale des ascos-
pores gont rnéférence a des relevés effectuds par Les auteuns en Angleterre
(CAYLEY, MUNSON) et en France, a Versailfles (BULIT) et dans La négion NORD/

- PAS-DE-CALAIS (DUMONT).
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La lecture du tableau 1 nous laisse supposer que les températures
saisonnigres les plus élevées (printemps, été) et la période de pleine vé-
gétation du pommier stimulent la conidiogenése du champignon qui cesse a

l'hiver.

D'une facon différente, durant les mois d'automne et d'hiver, 1'évo-
lution du N. galligena, au sein des tissus nécrosés de l'arbre, se traduit,
a la fin de l'épogque hivernale, par la formation d'ascocarpes qui, a 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 d4d'ascospores, ma-
ximale en mars et avril, diminue et cesse parallédlement & 1l'augmentation des
températures pour finalement reprendre en automne. Toutefois, cette évolu-
tion chronolegique de la fructification parfaite du N. gazﬂigena est in-
firmée par CAYLEY (1921) et BULIT (1957) qui notent la présence estivale de
péritheces fertiles. Certains facteurs climatiques notamment des moyennes
thermiques saisonnidres (été) anormalement faibles et une hétérogéneité phy-

siologique des chancres pourraient, selon les auteurs, expliquer ce phénoméne.

En conclusion, le parasitisme du N. galligena sur pommier nous sug-
gére que des conditions souvent différentes stimulent la conidiogenése cu
la fructification parfaite. Ainsi, des températures peu &élevées et un nu-
trition restreinte (dormance de 1l'hdte) privilégieraient la forme sexuée

du champignon.

1. DEVELOPPEMENT, IN VITRO, Dy N. GALLIGENA

Cette expérimentation préliminaire tente de définir des conditions
culturales simples qui permettent, An vL{ro, la réalisation du cycle biolo-~
gique complet du N. galligena afin d'en étudier, au plan cytologique, les

principales phases.



Ainsi, en nous basant sur la biologie naturelle du parasite et sur
certains essais de laboratoire (CAYLEY, 1921 ; LORTIE, 1964),nous avons éprouvé

diverses combinaisons soit :

- nutritives : en variant la nature et la concentration de quelgues substrats
naturels a base de tubercules de pomme de terre, de racines de carotte ou de
farine d'avoine, ‘ -

- thermiques : les cultures fongiques sont incubéesa 10 °C, 14 °cC, 18 °C
ou 25 °C,

- lumineuses : l'éclairement (750 chm'Z) journalier est constant, alterné

(12hL/12h0) ou nul.

L'influence de cet environnement contrSlé sur le devenir, in vitro, de
souches du N. galligena a été détaillée (DEHORTER, 1972, LACOSTE et DEHORTER,
1973) . Ces expériences initiales, décrites ultérieurement (tableau4d ) peuvent
étre résumées par deux définitions des modalités d'induction ou d'inhibition

périthéciale

a) La premiére se rapporte aux facteurs qui, réunis, déterminent
la reproduction sexuée 4in vitho du V. galligena soit

- un milieu nutritif liquide ou gélosé composé d'eau de pomme de terre (50g/l)
- une température constante égale & 18 °C

- un éclairement guotidien de 12 heures de lumiére blanche (12hL/12h0)

Placé dans cet environnement favorable, le champignon ac-
complit un cycle biologique complet tout & fait comparable 3 celui observé
dans la nature, exception faite de sa durée qui semble écaqurtée (30 jours) au

laboratoire.

Ainsi, la figure 1 précise la chronologie des principales
étapes de la morphogengse du N. galligena et ses rapports avec la croissance

pondérale du mycélium, cultivé sur substrat liquide.

b) La deuxiéme définition est celle de conditions qui, isolément,

inhibent la différenciation sexuée soit :

- un déséquilibre du milieu nutritif par un apport carboné excessif,
- une température constante de 25 °C,

- une obscurité continuelle.

Chacun de ces facteurs qui s'oppose 2 la fructification parfaite et donc au

devenir sporophytique du N. galligena favorise, sinon permet, la croissance

mycélienne et la conidiogen&se, esSentiellement, gamétohytiques.



Figuie 1. : Croissance et reproduction, in vitro, du N. galligena
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Dans le cas de la premiéfe définition ci-dessus, le début de la différenciation
périthéciale coincide, quasiment, avec l'arrét de 1l'augmentation pondérale du
thalle (fiqure 1) aux dépens dugquel seront &difides les structures sexuées. Par
contre, & l'obscurité continue (figure 1) le gamétophyte, sexuellement stérile
et ainsi "non parasité” par des €léments sporophytiques, présente toujours une

croissance supérieure aux mycéliums éclaireés.

Cette étude indique donc, comme dans la nature, une nette divergence
des modalités externes de la formation des structures asexudeset parfaites.

Elle souligne que

- les trois composantes (nutrition, température, lumidre) de l'environnement
contrdlent, d'une fagon simultanée et interdépendante, la morphogengse
sexusde,

- la lumiére constitue un facteur d4d'induction périthéciale.

IIT. - ONTOGENIE DES ASCOCARPES

L'ensemble de notre travail éant fondé essentiellement sur la forma-
tion, 4n vitno, des ascocarpes du N. galligena, il nous a semblé intéressant

de décrire trés précisément les diverses séquences de cet événement.

Si l'ontogénie des périthéces de certaines Nectriales a déja fait 1'ob-
jet d'études (PARGUEY-LEDUC, 1967), plus particulidrement celle du N. galligena
n'est sommairement rapportée que par CAYLEY (1921) cet auteur n'cbservant que

les ébauches périthéciales.

Le fait d’obtenir,'au laboratoire, dans des conditions précédemment
explicitées (figure 1), la reproduction sexuée du N. galligena nous a permis

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

- les primodiums périthéciaux (82, 9& jour)

- les ébauches jeunes (= protopérithéces) et fécondées (112-132 jour)
- les périthéces sub-adultes immatures (15&, 17& jour)

- les ascocarpes adultes (20&, 25& jour)

- les asques et les ascospores

Cette étude a été réalisée en pratiquant régulidrement des préldvements
dans les cultures effectuées sur milieu eau de pomme de terre (50g/1) gélosé
et incubées a 18 °C, en présence de lumidre blanche (12hL/12h0). Elle a fait
l'objet d'une publication (PARGUEY-LEDUC et DEHORTER, 1973-1974) que nous ré-

sumons ci-dessous.
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1.- E§§_PRIMORDIUM§_DES EERITHEE§§

Chacun d'eux apparait sous la forme d'un enroulement mycélien hélicol-
dal, plus ou moins régulier, dressé, dont la partie supérieure libre simule

un trichogyne.

(

G

D

IOP

\

Figure 2 : Primordium de pérnithéce du N. galligena

Ce type de primordium rappelle les archicarpes spiralés décrits chez
un grand nombre d'Ascohyméniaux. Pourtant, chez le V. galligena, il n'est
qu'une simple formation mycélienne, ayant la valeur d'un embryon de pyrénos-
phére (sensu, CHADEFAUD, 1960) ol plus tard se différencie l'archicarpe véri-
table ; de plus, a sa partie basale, ne se'développent jamais des filaments

recouvrants.



33

2.- LES_EBAUCHES DES_ASCOCARPES

a) Protopénithéces (figure 3

BwTw et w e S =S - E k-

Apras. avoir évolué en un petit module plectenchymateux
globuleux, le primordium se transforme en une ébauche (figure 3A) ol l'on
reconnait deux zones : l'une externe carbonacée (la paroi = p) et l'autre

interne, claire (= le centre fertile ou carpocentre : ¢p), au sein de la-

guelle apparait bientdt l'appareil ascogonial (a). Celui-ci constitue l'ar-

chicarpe véritable. Il est en général légérement enroulé et se compose d'une

file de cellules, uninuclées, parmi lesquelles, celle de l'extrémité dis-

tale, de forme conique, fait peut-&tre fonction de trichogyne (t,?)

mend
IOP

Figures 3 A et B : Protopérnithéces
p = parodl ; cp = carpocentre ; a = apparell ascogonial
t = taiehogyne (?)

Trés rapidement, ces cellules se dissocient et devien-

nent indépendantes tandis que leur noyau se divise en deux (figure 3B).

Ce stadé, bien que le mode de fécondation de l'ascogone
et son moment exact restent indéterminés, marque le début de la phase

sporophytique.
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Dans  les ébauches plus &gées (figure 4A), entre la paroi
(p) qui s'épaissit et les cellules ascogoniales libres demeurent quelques
cellules carpocentrales qui s'organisent en une garniture périloculaire. Cel--
les de la base de l'ébauche, disposées en une cupule, constituent le ménisque
sous-hyménial (m): Elles se vacuolisent fortement puis se lysent progres-
sivement, jouant ainsi un rdle trophique en faveur de l'appareil sporophy-
tique. Celles de la partie supérieure, au contraire, deviennent actives ;
de plus en plus chromophiles, elles s'applatissent et constituent le méris-

t2me apical de la cloche sus-hyméniale (cl).

Figurne 4 : A- Ebauche pérnithéciale agée

B- Détail d'une cellule pro-sporophytique
plurinuclie {psp)

p = parod ; m = ménisque sous-hyménial ; ol = cloche sus-hyminiale

En méme temps, & partir des cellules ascogoniales, débute la formation du
sporophyte. Les deux noyaux de ces cellules se divisent plusieurs fois pour
finalement constituer de grosses cellules plurinucléées (psp) qui composent
le prosporcphyte. Celles-ci (figure 4B), devenues trés vésiculeuses, €mettent
sur leur pourtour de courts boyaux dans chacun desquels migrent du cytoplasme

dense et un cauple de noyaux.
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En se détachant de la vésicule prdsporophytique qui se lyse, les boyaux se
transforment en cellules dicaryotiques. Ces derniéres ou cellules carpos-
porales n'évoluent plus durant plusieurs jours et se localisent 2 la sur-

face ou & l'intérieur du ménisque sous-hyménial.

3.- LES_PERITHECES SUB-ADULTES_IMMATURES
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Au début de cette phase, les ébauches acgquiérent une symé-
trie axiale qui s'accentue tandis gu'évoluent les structuresde la paroi et

de la garniture périloculaire :

Au niveau de £a parod, se différencient deux couches :

- une couche externe (pe) dont les ceilules résorbent leur cytoplasme et
épaississent leur membrane de plus en plus pigmentée, |

- une couche interne (pi) ol les cellules conserJent une membrane mince et

un cytoplasme bien visible quoique trés vacuolisé.

i,
cp
m
cl
PP

Figure 5 : A- Transgformation d'une ébauche pénithéciale en périthice sub-adulte
B- Id. (détait) _
Cloche sus-hyméniale ; m = ménisque Sous-hyménial ; pe = partie externe

a parod ; pd = partie intewne de La parnod ; pp = feuned pseudo-paraphyses ;
cellules carnposporales (Localisation).

N oo N

cl
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cp
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Au niveau de La gawmiture pérniloculaine :

- lé ménisque sous-hyménial (m), en forme de cupule, se change en une masse
cytoplasmatique d'allure syncitiale ol reposent les cellules carposporales
(cp),

- le méristeéme apical de la cloche sus-hyméniale (cl) s'organise par suite |
de divers réarrangements cellulaires originaux chez le N. galligena. Son
fonctionnement donne naissance 2 des pseudoparaphyses descendantes (pp). ‘
Celles-ci sont d'abord unicellulaires, uninuclées et coniques, puis elles

s'allongent et se cloisonnent transversalement plusieurs fois.

-l P Bep Sy Pui puly iy peif ghe ey PLE Fr- oY Peg

Dans un premier stade (figure 6A), la taille du périthece
augmente considérablement et sa paroi devient beaucoup plus épaisse. Le mé-
nisque sous-hyménial (m) s'amenuise et il supporte les cellules sporophyti-

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

théce laissé vide par la lyse des cellules carpbcentrales.

Figwie 6 A et B : Pénithices sub-adultes
cloche sus-hyméniale ; pp = pseudoparaphyses ; pr = périphyses ;
cellules carposponales sporophytiques & dicaryon.

S

cp
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Au stade suivant (figure 6B), le méristéme apical produit main-
tenant vers le haut, dans le canal du col périthécial qui s'est ouvert, des
périphyses (pr), minces et dirigées obliquement vers l'osticle. Puls, il cesse
d'étre fonctionnel et se lyse en son centre, mettant ainsi la locule en com-

munication avec le canal du col et l'extérieur.

c) EVOLUTION DES PSEUDOPARAPHYSES. INTERET DE L'ETUDE ONTOGENIQUE

s . o i i s S S " o~ e i S o e Gl - ] ] N U Yot e P A D sy S e T S S i, S ) U s e e A S Pl St T s T o o

o) Dans Le pénithéce sub-adulte (figure 7a), les pseudo-
paraphyses {pp) descendantes poursuivent leur croissance pour finalement se
fixer, aprés avoir contourné les cellules sporophytiques (cp), dans le synci-
tium du ménisque sous-hyménial (m). Lorsque les pseudo-paraphyses sont ainsi
toutes soudées par leurs extrémités apicales au ménisque (figure 7B), une rup-
ture les sépare du méristéme apical générateur. Elles simulent alors des para-

physes vraies, ascendantes.

Figure 7 : Pénithece sub-adulte. Evolution des pseudo-paraphyses :
A- Dessdn d'ensemble du pérnithice -
B- Dessdin de détail de L'extrnémité de quelques pseudo-
paraphyses (pp)
m = ménisque sous hyménial ; cp = cellule carposporale &
dicarnyon ; pr = périphyses.
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Cette exemple démontre'l'intérét d'une étude ontogénique puis-
que, en l'absence de celle-ci, la distinction, dans un périthéce adulte, entre
pseudo-paraphyses et paraphyses vraies semble trés délicate et, de ce fait, elle
peut rendre hasardeuse la classification d'un Pyrénomycéte parmi les Ascolocu-

laires ou les Ascohyméniaux.

B) Processus ascendant de vésiculisation des pseudo-paraphyses
(§<{gure 8). L'évolution des pseudo-paraphyses, jusqu'alors comparable &
celle décrite chez le Nectria cinnabarina (STRIKMANN et CHADEFAUD, 1961 ;
PARGUEY-LEDUC, 1967) ou elle s'achéve a ce stade, se poursuit , au contraire et
d'une manidre spécifique, chez le Nectria galligena.

Ainsi, dans le périthéce sub-adulte (figure 8), la cellule ter-
minale de chaque pseudo-paraphyse, éprés s'étre effilée et ancrée dans le syn-
citium sous~hyménial (m) devient trés chromophile. La cellule gui lui succéde
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 glochuleuses occupées par une ou

deux volumineuses vacuoles.

Figure 8 : Pénithéce sub-adulte. Phénomene de vésiculisation des ps eudo ~paraphys e/
ménisque sous-hyménial ; pp = pseudo-paraphyses vésiculeuses.

m



39

On remarque donc le changement de sens de la polarité des paraphyses
qui, descendant lors de leur différenciation, devient ascendant lors de leur vé-
siculisation. Celle~ci pourrait permettre aux pseudoparaphyses de jouer un

réle trophique.

. s i . o o S .

Le périthéce ayant atteint sa taille définitive, seul son col
s'élargit considérablement (figure 9). Ce stade est marqué par 1'achévement
de la différenciation des pseudo-paraphyses et de 1l'évolution de 1l'appakreil

sporophytique.

asp

-}
JOP

Figure 9 : Pérnithéce adulte

pr = périphyses ; cf = nestes de La cloche sus-hyméniale ; pa = para-
plectenchyme ; as = asques ; asp = ascodpores ; m = restes du méuisque
sous-hyménial ; pe = parod externe ; pi = parod interne,

.

N
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Les pseudo-paraphyses se soudent latéralement entre elles et consti-
tuent un para-plectenchyme (pa) qui, assez fréquent chez leslNectria, est

généralement considéré comme un tissu nourricier.

Avant la formation de ce faux tissu plectenchymateux, les cellules
carposporales a dicaryon (cp), présentes et inchangées depuis la transfor-
mation des ébauches en périthéces sub-adultes, produisent des dangeardies
ascogénes (crochets dangeardiens) caractéristiques du stade ascosporophy-

tique a 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 3 &tre émises,

a l'extérieur, par l'ostiole.

5.- LES ASQUES ET LES ASCOSPORES

—— e R i S i o i . D o P s o e S S e

Les asques sont cylindrigues légérement claviformes (75-95 x
12-15u) . Bien gque nés sur des dangeardies ascogénes en crochet (figure 103a),
ils n'en gardent que trés rarement trace sur leur pied, qui 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 apical chitinocide trés petit est

présent mais de fagon ncn constante (figures 10A,B et E).

Dans chaque asque, se différencient, sans ordre, huit ascos-
pores (fig. 10B). Elles sont d'abord ovoides, unicellulaires et uninuclées
(fig. 10b et F,a), mais trés tdt 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 miires (15-20 x 6-7u) sont hyalines
et contiennent plusieurs globules lipidiques réfringents (fig. 10F, a et b).

Leur paroi est finement verruqueuse (fig. 10, D et F,c).
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Figure 10 : Asques et ascospores

A et B : Jeunes asques disposés en cyme ; en B, Les huit ascos-
pores, encore unicellulaines, se sont différenciées
(coloration a £'encre Watewman)

C : Asque contenant huit ascospores bicellulaires enconre
Ammatunes (coloration au Bleu C4B)

D : Asque adulte contenant huit ascospores adultes (sans
coloration)

E : Sommet d'un asque montrant Le petit anneau apical chi-
tinoide (coloration a L'encre Watewman)

F : Ascospones jeunes encore unicellulaire (a), biceflulaire
(b),en ¢ ascospore plus agée montrant La parol verwu-
queuse.

6.- DISCUSSION-CONCLUSION
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L'étude ontogénique des périthéces et des asques du N. galligena
montre que ce champignon Pyrénomycéte occupe, comme la plupart des Nectriales,

une position intermédiaire entre :

. a) Les Ascoloculaires puisque, chez le N. galligena :
- les archicarpes engendrent uniquement l'appareil sporophytique et Jjamais de

filaments recouvrants constitutifs d'une ascothécie. Celle-ci n'intervient




donc pas dans la structure périthéciale uniquement ascostromatigue.

~ les filaments stériles inter-ascaux sont des pseudo-paraphyses descendantes.

b) Les Ascohyméniaux car le N. galligena est un unituniqué de
par ses asques. Ceux-ci, souvent annelascés, ne sont jamais déhiscents selon

le mode "Jack in the box".

De part ses caract2res mixtes d'Ascoloculaire Unituniqué, le N. galligena
doit donc étre classé parmi les Nectriales évoluées qui, d'une certaine manieére,
représentent un terme de passage entre les Ascoloculaires Bituniqués et les

Ascohyméniaux Unituniqués.

Outre son intérét sur le plan systématique, ce travail permet d'cbser-
ver, chez le N. galligena, la formation précoée des cellules carposporales di-
caryotiques. Ces dernigres, en demeurant inchangées plusieurs jours dans le
périthace sub~adulte soumis, pourtant, & de nombreuses remaniements, figurent
un stade d'attente. Celui-ci est de nature différente chez le Gnomonia lep-—

tostyla (FAYRET, 1975) ol il est réprésenté par le syncitium sporophytique.

Par ailleurs, la nette séparation dans le temps de certaines séquences
de la reproduction sexuée du N. galligena devrait permettre une étude de leur

déterminisme respectif.

IV.- POSITION SYSTEMATIQUE DU N. GALLIGENA

L'étude ontogénique des périthéces du V. galligena, nous a précedemment
démontré la position systématique ambigué de ce champignon. De ce fait, nous
avons voulu préciser les critéres de la classification fongique en fonction du
probléme que posent les Nectriales (STRIKMANN, 1961 ; STRIKMANN et CHADEFAUD,
1961). Ainsi, nous avons envisagé successivement la place systématique du genre

Nectria et la distinction de ses espéces.

1.- POSITION SYSTEMATIQUE DU GENRE NECTRIA

Le terme Nectria, créé en 1825 par FRIES désigne une section
des Sphaeriacéens puis un genre (DE NOTARIS, 1844 ; FRIES, 1849), dont SAC-
CARDO (1878) précise la diagnose. Cet auteur reconnait dans les Nectria des
champignons aux périthéces superficiels, membraneux, aux cculeurs vives, ren-
fermant des asques cylindriques‘a 8 ascospores unisepfées, non filiformes
hyalines. Ainsi de par leurs ascocarpes, les Nectria appartiennent plus préci-

ment aux Pyréncmycétes (classe ou ‘sous classe selon les auteurs) dont la sys-
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tématique contemporaine repose principalement sur l'organisation des péri-

théces et la structure des asques (PARGUEY-LEDUC et JANEX-FAVRE, 1981).

Au niveau des ascocarpes, l'étude ontogénique permet, tout
d'abord, & NANNFELDT (1932) de distinguer parmi les Carpoascomycétes:les
Ascohyméniaux ascothéciens a paraphyses vraies et les Ascoloculaires ascos-
tromatiques a pseudo-paraphyses. Dans ces deux ensembles, des analyses ulté-
rieures (LUTTRELL, 1951 ; PARGUEY-LEDUC, 1967 ; HUANG, 1976) différencient
dix types de centre périthécial (= noyau = centrum = carpocentre) selon la
nature et l'évolution de leurs éléments constitutifs (archicarpes, paraphyses..).
Parmi ceux-ci, existe le type Nectria trés semblable a celui décrit précédem-

ment chez le N. galligena (PARGUEY-LEDUC et DEHORTER, 1973-1974).

Au niveau de la structure des asgues, LUTTRELL (1951), en se
basant sur la nette séparation ou, au contraire, l'intime soudure des tuniques
interne (endoascus) et externe (exoascus) de la paroi ascale, divise les
Ascomycétes respectivement en Bituniqués et Unituniqués. Pour sa part, CHADEFAUD
(1960) se fonde sur la nature de l'appareil apical de l'asque pour séparer les
Ascomycétes en Annellascés pourvus d'un anneau apical chitinolde ou amyloide et
Nassascés dont les asques, seuls capables d'une déhiscence type "Jack in the

box", comportent une nasse apicale.

Finalement, la confrontation de ces travaux relatifs a l'or-

ganisation des périthéces et des asques aboutit & une répartition générale

des Pyrénomycétes en deux catégories (sous-classes)soit :

- des Ascoloculaires Bituniqués Nassascés ou Loculoascomycétes,

- des Ascohyméniaux Unituniqués Annellascés ou Euascomycetes.

Cette distinction souffre quelques exceptions notamment au
niveau des Nectria. Ceux-ci forment un groupe hétérogidne d'espéces dont la
plupart, & l'exemple du N. galligena, posséde des structures intermédiaires.
Celles~ci marquent uneévolution conduisant des types Bituniqué et Ascqlccu-
laire vers ceux Unitﬁniqué et Ascohyménial (STRIKMANN, 1961) ; elles obligent
& ne plus considérer ces deux ensembles systématiques comme: radicalement dis-

tincts et indépendants dés l'origiﬁe (PARGUEY~-LEDUC, 1967).
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. De fait, dans les traités modernes de systématique, ies au-
teurs, en privilégiant le caractdre unituniqué-annellascé des asques des Nectria
rangent ces champignons parmi les Ascohyméniaux : groupe des Sphaeriacéens
(CHADEFAUD, 1966) ou sous-classe des Euvascomycétes (WEHMEYER, 1975) ou Hyméno-
ascomycétidae (ALEXOPOULOS et MIMS, 1979). Ils en soulignent les caracteéres :
ascoloculaires dont le:centre périthécial de type Nectria ne se rapporte qu'au
seul ordre des Hypocréales (AINSWORTH et BISBY, 1971 ; ALEXOPOULOS et MIMS,
1979) ou des Nectriales (CHADEFAUD, 1960). Cet ordre comporte la seule fa-
mille des Hypocreaceae dans laguelle ROGERSON (1970) classe quelque 104

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

2.~ DISTINCTION SYSTEMATIQUE DES ESPECES DU GENRE NECTRI4

Les classifications des espéces de Nectria proposées par
BOOTH (1966) SAMUELS (1976) ou PERRIN (1976) considérent, sur la base des
travaux initiaux de SACCARDO (1898), WEESE (1918) et WOLLENWEBER (1924),
les champignons dans leur biotope naturel comme des entités a étudier sous
leurs formes sexuée et asexuée. Ainsi elles se fondent sur trois criteéres

essentiels :

- le stade parfait sexué : sa structure et sa disposition sur 1l'héte ou le
substrat naturel.

- 1l'état imparfait asexué : les formes conidiennes (Deutéromycétes) les plus
souvent assocides aux Nectria appartiennent aux genres : Fusarium, Cylin-—
drocarpon, Gliocladium, Verticilium, Tubercularia, Acremonium.

~ les relations du champignon avec l'hSte ou le substrat et la nature de
ceux~ci offrent une possibilité treés pratique de classement. Sur cette base
(BOOTH, 1966), les espéces de Nectria se partagent en trois groupes:poly-
phage, peu spécifique et spécifique suivant le nombre important, peu élevé
ou unique, d'hdétes qu'elles recouvrent. A ce niveau, tous les comportements
biologigques peuvent étre observés depuis le saprophytisme trés commun

(N. cinnabarina) jusqu'ai parasitisme spécifique(N. ditissima).

En se référant a ces critéres auxquels s'ajoutent des carac-
téristiques culturales in vitro, BOOTH.(1978} divise le genre Nectria en
plusieurs groupes d'espéces étroitement apparentées parmi lesquels figure le
groupe Coccinea. Au sein de ce dernier, les N. galligena Bres. et N. ditis-
sima Tul., agents phytopathog&nes de chancres, repésentent, pour nctre étude,
un intérét plus particulier. Ces deux espéces, souvent confondues dans le
passé (HARTIG, 1878) ; GOETHE, 1880) peuvent étre différenciées (WOLLENWEBER,
1924 ; RICHTER, 1928 ; BOOTH, 1959) sur la base des critéres exposés ci-dessus .

le tableau 2 résume les caractéres distinctifs de ces deux champignons.
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TabLeau 7 : Caractires distinetifs du N. galligena et du N. ditissima d'aprds BOOTH

(1959).

Neerria galligena Bras. Nectria ditissima Tul.
1° Forme sexuéde mature
a) Périthice
. disposition superficielle sur l'hSte, isolée erumptante sur l'hdte, en amas
. ou par groupe de 2 3 5 unités.’ de S 3 30 unités sur un stroma
réduit
. diametre 250-3350 250-300 u
. pareci lisse 3 2-3 couches cellulaires rugueuse 3 3 couches cellulaires
épaissaur : 40-E0 u dpaisseur : 453-35
b) Asques cylin&re—claviformes claviformes 85-95 x 15-18 u
75-95 x 12-15 U & anneau chiti- 34 8 ascospores/asque
noide et 8 ascospores/asque
¢) Ascospores : bicellulaires, hyalines, bicellulaires, hyalines,
14-22 x 6~5 U 14-21 x 5-8 u

2° Forme aséxude

a) Genre espice ' Cylindrecarpon mali : Cylindrocarpon wilkommiz
Deutéromyc@te~Melanconiale Deutéromycéte-~-Melanconiale

b) Microconidies unicellulaires, cylindriques unicellulaires, elliptiques
4-8 x 2-3 u 2-2,5 x 0,8-1 p

c) Macroccnidies cylindriques, droites ou arquées cylindriques, droites ou courbes
1- septées : 10-28 x 4-5 1o 4~ septées : 50-65 x 3~5 u
2~ septdes : 28~3C x 4-5 4 5- septées : 68-80 x 4-5 u
3- septées : 36-47 x 4-6,5 L 6~ septées : 75-86 x 56 u
4 et X septées : 47-65 x 5-7 & 7- septées : 82-90 x 5-6 u

3® Relations avec l'hSte Parasite polyphage, agernt de Parasite spécifique, agent

chancre sur : pommier, poirier, du chancre du hétre

bouleau, erable,.... jfggz?x
- }

{
e

La culture, in vitro, de ces deux champignons nous a permis de

constater que :

- le N. galligena produit des périth&ces plus volumineux et des ascospores de
plus grandes dimensions que le N. ditissima

~ nos mesures personnelles de la taille des asques et des ascospores s'in-
tégrent dans les intervalles dimensionnels définis dans le tableau 2.

- la nette projection des ascospores du N. ditissima sur les parois des réci-
pients de culture ne s'observe pas chez le N. galligena ou elles demeurent

agglomérées a l'ostiole périthécial.



46

V., - PROBLEME D'HETEROTHALLISME

Ce probleme réside dans la variabilité, selon les souches, du

caractére homothalligque ou hétérothallique d'une méme espéce de Nectria.

Ainsi, existent-ils chez le N. galligena, comme chez le N. haema-
toccoca (CURTIS, 1964), des clones homothalliques (BOOTH, 1959 ; LORTIE,
1964) et hétérothalliques (KRUGER, 1974a).

Au cours de nos expériences, la souche du N. galligena, originel-
lement employée, qui est issue de péritheéces récoltés sur pommier localisé
dans 1l'Aveyron (1965), apparait homothallique ol les cultures monoascoporées
produisent, in vitro, des ascocarpes fertiles. La perte des potentialitéé
reproductrices de ce clone, devenu uniquement végétatif (souche Ab), nous a
obligés a de nouveaux isolements. Ceux—ci,ﬁonoascaux et monoascospores, sont
pratiqués sur des fructifications parfaites prélevées sur chancres de pommier
(Pas-de-Calais, 1973). Si, le développement, Zn vitro, de ces isolats monoas-
caux conduit .au. cycle biologique complet du champignon tel qu'il est dé-
crit dans les expériences II et III précedentes, les cultures monoascospores
présentent un comportement différent comme le souligne l'expérimentation

suivante.

1 .- CONDITIONS EXPERIMENTALES

o —

" A partir d'isolats monoascospores, obtenus au moyen destech-
niques de micromanipulation ou de dilutions, nous avons pratiqué deux types

de culture :

’

- le premier se rapporte au développement de 25 ascospores isolées (série A)

- le second se compose de deux séries de 25 croisements binaires réalisés entre
23 souches monoascospores et respectivement deux ascospores ay (série Bl) et
a, {(série B2) qui sont aussi confrontées entre elles. La compatibilité des

clones a; et a, a été établie aux cours d'expériences préalables.

2
Toutes ces cultures, ainsi qu'un isolat monoascal de réfé-~
rence , sont inEubées, en présence de lumi2re blanche (12hL/12h0) a 18 °C

et sur milieu M23 gélosé ou liquide.
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Aprés 30 jours, les résultats obtenus (tableau 3) indiquent :

- l'évolution sexuée (présence -ou non~ d'ébauches périthéciales ou d'ascocar-~
pes fertiles) dans tous les cas expérimentaux.
- le poids de mycélium lyophilisé recueilli des cultures monospores sur milieu

liguide.

2.~ RESULTATS

a) Cultures monoascospores_(série 3)

Si les 25 cultures monoascospores produisent des conidies,
aucune ne différencie des ascocarpes fertiles méme & l'issue d'une incubation
prolongée 3 trois mois. L'uniformité de ces réponses ne se retrouve pas au
niveau du développement végétatif et de l'évolution morphologique des 25 iso-

lats qui peuvent étre scindés en deux groupes.

Ainsi quatre souches (al, a7, alQ, al8) forment, sur le
substrat gélosé, un mycélium ras blanchitre indifférencié dont la valeur pon-

dérale, mesurée en culture liquide, se réveéle faible.

Dans le second groupe, les 21 isolats présentent, sur mi-
lieu solide, un mycélium aérien, important (cf poids de mycélium lyophilisé),
pigmenté et parsemé, de nombreux petits glomerules rougedtres. Ces derniers
pourraient-ils correspondre & des ébauches périthéciales dont l'évolution
serait Dbloguée avant méme la fécondation ? Ces formations granulaires colo-
rées s'observent encore dans des cultures moncascales qui, potentiellement fer-

tiles, sont placées dans un environnement défavorable.

b) Cultures croisées biascospores (séries B, 1.et 2)

Le développement du champignon, issu des confrontations
entre deux souches monoascoporées, revét deux aspects. L'un, comme dans les
cultures monospores ci-dessus, se camctérise par une production nulle d'asco-
carpes fertiles. Le second, au contraire, est marqué par la formation signi-
ficative de périthéces fertiles dont la morphogendse s'accomplit pareillement
a celle de la culture monoascale de référence (figure 1). Dans ce cas, le
nombre d'ascocarpes matures varie selon les croisements, il est notablement
peu élevé lorsque deux ascospores a faible croissance mycélienne (al, a7,
al0, al8) sont confrontées. Les résultats de ces deux séries (Bl et B2) de
croisements sént parfaitement complémentaires oli la compatibilité d'un iso-
lat monospore avec l'ascospore al impligue son incompatibilité avec le clone

a2 et la stérilité sexudée de ce dernier croisement.
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Tableaw 3 : Cultures mono- et bi- ascospores du N. galligena cultivi sur milieu
. synthétique M23, a 18 °C, en présence de Lumigre blanche (12hL/12h0/)

e e e e e e e

ASCOSPORE CULTURES MONOASCOSPORES CULTURES CROISEES BIASCOSPORES
SERIE A SERIE B1 SERIE B2

al) . at x al) a2 x al)

My::élium1 Eb.2 Per.2 Production ;r;al:c-.t;o—n---

mg /fiole périthéciale 3 périthéciale
1 141 - 0 66
2 198 + 66 0
.3 201 + - 57 0
4 202 + - 0 28
> 5 199 + - 73 0
6 195 + - 50 0
7 080 - - 3 0
8 200 + - 33 0
9 209 + - 41 0
10 085 - - 7 0
11 200 + - 0 33
iz 223 + - 44 0
13 203 + - 0 23
14 207 + 85 0
15 206 + 48 0
16 , 191 + - 0 40
17 200 + - 28 0

18 149 - - 15 0 )
T 19 203 + - 56 0
20 210 + - 0 21
21 =211 + 0 36
22 197 + 31 0
23 205 + - 0 23
24 205 + - 38 0
25 196 + - 0 39
DA 172 + + 100 100
 Légende

1. Poids de mycélium Lyophilisé par fiole de ROUX (100 me de milieu) apris 30 jouwrs
de culture {moyenne de 5 meswres).

2. Les sdgnes (+) et (-) indiquent respectivement fLa présence ou £'absence d'¢bauches
pénitheciales (Eb.) et de pénithéces ferntiles (Per. ) sun substrat gélosé et Liqud

3. Rapport, multiplié par 100, entre Lesnombresde pénithices fertiles par tube
des sénies Bl ou BZ et de fa cultwre monoascale de néférence (moyenne de 10 mesure

4. Culture monoascale de régérence.
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3.- DISCUSSION
Les résultats ci-dessus corroborent pour l'essentiel ceux
de KRUGER (1974) qui conclut & l'hétérothallisme du N. galligena sous for-

me de deux groupes de compatibilité ascosporale intrastériles et interfer-

tiles et, en outre, & une ségrégation morphologique des cultures monospores.

" Bn nous référant & nos premiers travaux (LACOSTE et DEHORTER, 1973) basés

sur une souche homothallique, ces données nous font admettre l'existence,
chez le N. galligena de clones homothalliques et hétérothalligues. Elles

supposent une grande variabilité génétique naturelle au niveau d'une méme
espéce fongique et peuvent expliquer certains résultats expériﬁentaux di~

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

. Cette complexité génétique apparait chez le Nectria coc—
einea (THILLY, 1983) ou, parmi les huit ascospores d'un méme asque, l'une
semble autofertile tandis que les sept autres sont autostériles et inter-
fertiles. Ces derniéres, cultivées isolément, forment toutes des ébauches
périthéciales, a caractéres plus ou moins &volués, contenant -ou non- soit des
ascogones, des cellules sporophytiques. Ces types de formations abortives
sont également observés dans toutes les cultures monoascosporées du Nectria
ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a) ol seuls des croisements compatibles
les transforment en ascocarpes matures. Ce champignon manifesterait donc
un hétérothallisme physiologique (WHITEEHOUSE, 1949) contrairement au N. gal—
ligena ou au Nectria cosmartospora (TAYEL et HASTIE, 1976) dont les clones

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

. Souvent, les démonstrations du caractére hétérothallique,
comme nous les avons réalisées ou encore pour d'autres espéces de Nectria :
N. myxomyceticola et N. violacea (SAMUELS, 1973), N. coceinea (PARKER, 1976) ...

se fondent uniquement sur les périthéces adultes fertiles qui, Zn vitro, sont

- présents dans les cultures issues deé croisements d'ascospores compatibles,
- absents du développement des ascospores isolées ou de leur confrontaticn

si elles appartiennent au méme 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, 1l'hétérothallisme que CHADEFAUD (1960) assimile a une incompa-
tibilité de fécondation deviendrait relatif chez ces esp&ces. Il serait plu-
tdt le reflet d'un homothallisme imparfait ol l'évolution du sporophyte serait

bloguée, plus ou moins précocement, pour des raisons diverses - génétiques,
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thermiques, nutritives,... Ces dernigres expliqueraient l'hétérothallisme
du Nectria coccinea var. faginata en culture in vitro '(COTTER et BLANCHARD,
1978) et son homothallisme, dans la nature, sur les chancres du hétre
(GOTWOLS et al, 1980).

. Finalement, notre expérimentation, quoique incompléte
(échantillonnagé, cytologie,...) a permis de définir des conditions gé-
nétiques favorables —-ou non- & l'obtention d'ascocarpes fertiles du
N. galligena. Dans ce sens, elle représente, pour nous, un moyen &'étude

supplémentaire du déterminisme sexué de ce champignon.



51

CONCLUSTIONS

Les intéréts de cette premiére partie consacrée au détermi-

nisme sexué du N. galligena résident dans :

- la définition de conditions culturales simples qui autorisent, ©# vitro,
le cycle biclogigque complet du champignon. Sont ainsi mises en évidence
des différences entre les modalités externes de la conidiogengse et de la
fructification parfaite oll cette dernigére apparait, notamment,

photodépendante contrairement & la multiplication asexuée.

- 1'étude ontogénique des périthéces produits en culture pure qui caractérise,
au plan cytologique et structural, les principales séquences de la morpho-
genése sexuée. Ce travail révele donc les caractéres originaux de la formation
des ascocarpes dont l'organisation place le N. galligena dans une position
intermédiaire entre les Pyrénomycétes Ascohyméniaux et les Pyrénomycétes Asco-

loculaires, le N. galligena étant finalement classé parmi ces derniers.

- la prise en considération de la variabilité génétique des souches du /.
galligena ol le clone, utilisé pour toutes nos expériences ultérieures,
présente un caractére hétérothallique défini en fonction de la production

de périthéces fertiles.

- les expériences qu'il nous suggére afin de préciser, notamment :

. 1l'état cytologique des diverses structures abortives ob-
servées lorsque le champignon est cultivé dans des conditions néfastes‘é
sa frﬁétification. Ainsi, selon les facteurs limitants, l'action inhibitrice
s'exerce-t'elle différemment sur le gametophyte, la fécondation ou le

sporophyte ?

. les relations, sur la base de leur inter~fécondité, entre les
souches du V. galligena, selon l'espéce d'hdte parasité (formes spéciales’

ou caractére polyphage de ce champignon ?).






DEUXIEME PARTTIE

INFLUENCE DES FACTEURS TROPHIQUES ET THERMIQUES SUR
LA REPRODUCTION SEXUEE DU N. 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, %7 Vitro, des champignons

soulignent :

- l'hétérogénéité des réponses fongiques qu'accentue la disparité des disposi-
tions expérimentales en fonction des buts recherchés,

- la plus grande difficulté d'obtenir 1'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 singuliére 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 deuxiéme partie de notre étude aborde la
recherche des conditions nutritives et thermiques de la fructification parfaite
du N. galligena. Au niveau du genre Nectria, 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 :




54

~ d'un simple constat oll généralement les milieux hétes, sans recherche de la
température optimale, permettent la sexualisation des N. lugdunensis (ARCHER,
1971), N. ettrina (SMYK, 1975), N. coccinea (PARKER, 1976), N. sp. (BOOTH, 195
SAMUELS, 1973).

- de la mise en valeur de certains composants du substrat synthétique et de
1'influence de différentes températures sur la différenciation sexude des

N. glioecladioides (HANLIN, 1961) et N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a).

- d'une définition trds compléte, comme pour le N. haematococea ( = Hypomyces
solani) de toutes les modalités de son développement : nutritives (HIX etBAKEg
1964 ; QURESHI 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 modele d'études & la manieére des Allomyces, Neuros-
pora, Schizophyllum, Coprinus,...

Quant au N. galligena, s'il fait l'objet de recherches variées
{(BERDUCOU, 1956) . ; BELTRA et al, 1969 ; LAHOZ et al, 1970 ; TARIS et al, 197
MARCHAL et al, 1970 ; BARTHE, 1971 ; BROWN et SWINBURNE, 1974), plus précisément
sa sexualisation est obtenue dans des conditions de culture pure qui, selon les

auteurs, peuvent étre résumées ainsi :

- gélose au malt (WILTSHIRE, 1920),

- milieux amylacés solides glycérinés, & la température du laboratoire
(CAYLEY, 1921 ; RICHTER, 1928),

- substrats hdtes ou farines de céréales gélosées, 21 °C (LORTIE, 1964),

- milieux naturels divers,solidés ou liquides, 18 °C (LACOSTE et DEHORTER, 1973)
- milieux au malt ou semi-synthétiques gélosés, 25 °C (KRUGER, 1974b),

- substrats & base de malt ou d'extrait de levure gélosés, 20 °C (WESSEL, 1977).

D'autres essais (VINOGRADOVA, 1957 ; BERDUCOU, 1956) n'ont abouti qu'a

la formation de périthéces stériles.

Globalement, la production, Zn vitro, des ascocarpes du N. galligena
dépend donc de substratssolides de composition indéfinie, de températures fluc-
tuantes et d'une longue période d'incubation en présence de lumidre. Au flou

de cet environnement, peut-on opposer les définitions d'un milieu synthétique

“liquide et d'une régulation thermique qui permettent de préciser, toutes condi-

tions favorables par ailleurs, le déterminisme sexué du N. galligena en fonctior
de ses exigences nutritionnelles et thermiques : sujets, respectivement, des pre

mier et second chapitres de cette deuxi2me partie de notre travail.




CHAPITRE I

CONDITIONS NUTRITIONNELLES DE LA PRODUCTION PERITHECIALE
DU N. GALLIGENA.

Les réponses sexuées du N. galligena, 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 ou :

- les inoculums sont composés de fragments mycéliens issus d'une souche

monoascale,

- l'incubation, d'une durée minimale de 30 jours, s'effectue constamment 2

la température de 18 °C,

- chaque expérience comporte deux lots : l'un placé 2 l'obscurité permanente,
1'autre soumis & un éclairement (750 uWem™?) nycthéméral en lumidre blanche
(12hL/12h0), " :

- les substrats sont employés sous les formes solide et -ou- ligquide,dans ce
dernier cas, peut &tre évaluée la croissance pondérale du mycélium par unité

de culture (boite de ROUX contenant 100 ml de milieu).
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I. - EXPERIENCE PRELIMINAIRE : INFLUENCE GLOBALE DE LA
NATURE DU SUBSTRAT

Ce travail rend compte de la production périthéciale du N. galligena \
ensemencé sur 23 milieux solides M1 a M23, il représente un critére de com- |
paraison, au plan trophique, du N. galligena avec de nombreux Mycates qui sont,

le plus souvent, uniquement cultivés dans ces conditions.

Tous les substrats, naturels pour la plupart, sont choisis en fonction
de la plante hdte, de leur utilisation classique en mycologie et de leur

valeur éprouvée chez divers Nectria.

—— o — - ——— — — 7 o} i 2t A . 40 . S e Sl D

Parmi les 23 milieux, tous sont gélosés et ajustés a pH 5,5, sauf deux
(M10 et M11l) qui, sous forme de fragments, sont introduits dans des tubes de

Reoux contenant 10‘ ml d'eau>distillée.

Les décoctions (M2, M3, M12 & M19) sont obtenues de matidres qui, aprés
pesée, sont broyées au "Waring Blendor", mises en suspension dans l'eau distili
lée et placées & 65 °C pendant 15 heures. Elles sont gélosées dans cet état |
(décoctions : M2 et M12 a M17) ou aprés centrifugation puis filtration sur

verre fritté (filtrats de décoction : M3, M18 et M19).

a) Les trois premiens substrats font intervenir, sous trhods
gormes, Le pommien : hite commun du champignon, 0Lt :
/

M1 : fragments de branche (longueur : 10 cm, diamétre : 1 cm) inclus dans de

l'eau distillée gélosée
M2 : décoction (50g/l) de rameaux
M3 : filtrat de décoction (50g/l) de rameaux

b) Les milieux suivants, thés utilisés pour Le développement
gongique, contiemnent pout :

M4 : du jus de tomates et de légumes (V8-Juice Campbell Soup. Co.) dilué au

quart dans l'eau distillée additionnée de 3g/l de carbonate de calcium
M5 : de la farine de mais (17g/l, Corn Meal agar-Difcolabo)

M6 de l'extrait de malt (10g/l, BioMérieux)

.

M7

de l'extrait de levure (20g/l, Bio-Mérieux)
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M8 : de l'eau de pomme de terre (50g/1)

M9 : de l'eau de pomme de terre (50g/l) additionnée de glucoée (10g/1)

M10: de fragments de racine de carotte

Mil: des fragments de tubercule de pomme de terre au contact d'eau distillée

glycérinée a 1 % (CAYLEY, 1921)

c) Les substrats, ci-dessous, sont constitués de farine
de cénéales, s0it en :
M12, 13 et 14 : des décoctions d'avoine, respectivement 20, 40 et 60g/l

M15 : une décoction d'un mélange d'avoine (10g/l) et d'orge (10g/l)

M16 et 17 : des décoctions de mélanges (20 et 40g/l) 2 parts égales d'avoine
et de blé

M18 et 19 : des filtrats de décoctions (40g/1l) M13 et M17

d) Les supponts nutritifs M20 a M23, partiellement (M20)
ou totalement synthétiques, favornisent La digférenciation sexuée de divers
Nectria :

M20 : N. galligena (KRUGER, 1974b)

M21 : N. gliocladioides (HANLIN, 1961)

M22 : H. haematococca~(CURTIs, 1969)

M23 : N, ditissfma (DEHORTER et PERRIN, 1983a)

D'une part, le glucose aux concentrations de 5, 10 et 15g/1 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
tdes 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 8 ).

2.~ RESULTATS

Les réponses sexuées du N. galligena, & ces 23 conditions trophiques sont

indiquées dans le tableau 4.



58

2. Résultats

Les réponses sexuées du N. galligena, a ces 23 conditions

trophiques sont indiquées dans le tableau 4.

Tableau 4 : Pnaducuau.pwzhée,we du N. galligena surn diverns substrats
' so0lides.

- PRODUCTION

NATURE DES MILIEUX PERITHECIALE

Min. Max. Moy .
1. Milieux hOtes a base de pommier

M1l : fragments de branche a8 164 128
M2 : décoction de rameaux (50g/1) 98 164 125
M3 : filtrat de décoction de rameaux (50g/l) 7 16 11

2. Milieux de culture fongique usuels

S M4 : jus V8 81 92 86
SR MS : farine de mais (17g/l) 33 41 38
M6 : extrait de malt (10g/1) 0 0 0

M7 : extrait de levure (20g/l) 0 0 0

M8 : eau de pomme de terre (50g/1) 65 81 75

M9 : eau de pomme de terre (50g/1l) glucosé 1% 16 20 19

M10 : fragments de racines de carotte 356 65 60

M11 : fragments de tuberxcules de pomme de terre 26 28 27

glycérinés

3. Milieux & base de céréales

M12 : décoction d'avoine (20g/1) 147 164 156
M13 : décoction d'avoine (40g/1) 164 197 179
M14 : décoction d'avoine (60g/l) 197 262 235
M15 : décoction (20g/l) d'avoine et d'orge 197 262 227
M16 : décoction (20g/1l) d'avoine et de blé 115 147 131
M17 : décoction (40g/l) d'avoine et de blé 197 327 290
M18 : filtrat de décoction d'avoine (40g/l) 98 111 106
M19 : filtrat de décoction (40g/l) d'avoine et de 197 262 234
bleé

4. Milieux synthétiques (ou partiellement définis)/
Nectria sp

M20 : milieu de KRUGER (1974Db) 43 52 47
M21 : milieu de HANLIN (1961) 0 0 0
M22 : milieu de CURTIS (1969) 0 0] 0
M23 : milieu de DEHORTER et PERRIN (1983a) . 95 105 100

Légende : Les cultures, d'une dunée de 30 fourns, sont néalisies a 18 °C,
' en présence de Lumidre blanche (12hL/12h0, 750 pWem=?)
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a) A l'évidence, tous les milieux 2 base de farine de céréales
(M12 a M19) multiplient le nombre d'ascocarpes fertiles du N. galligena. Ainsi,
ces apports nutritionnels sont souvent retenus pour la sexualisation de nombreuses
espéces de Nectria (SAMUELS, 1973 ; TAYEL et HASTIE, 1975) dont le N. galligena
(LORTIE, 1964).

_ b) A un degré moindre, les milieux héte (M1 et M2), Jjus
"vg" (M4), eau de pomme de terre (M8) et synthétique (M23) représentent aussi
des bases trophiques favorables & la fructification parfaite, in vitro, de
l'agent de chancre du pommier.

Ces données prouvent l'intérét d'emploi du milieu-hdte (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 (M1) qui assure une importante sexualisation alors que les seules
substances hydrosolubles (M3), extraites a 65 °C, n'y suffisent que trés 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. galligena dans le

cas présent.

La production périthéciale du N. galligena constaté sur eau de pomme de
Ferre (M8) regresse fortement aprés addition de glucose (M9) mais elle n'est
pas totalement inhibée contrairement a des observations (LORTIE, 1964 ; LACOSTE
et DEHORTER, 1973) réalisées sur des souches homothalliques de ce parasite. A
1'inverse, cet apport glucosé (milieu P.D.A.) stimule le nombre d'ascocarpes
fertiles du N. ditissima.

Le développement sexué des N. galligena et N. ditissima sur le milieu
synthétique M23 offre d'excellentes possibilités d'études comparatives du rdle

des divers composants de ce substrat .

¢) Les conclusions de CAYLEY (1921) et KRUGER (1974b)sont
ici corroborées par une formation, quoique trés moyenne, d'ascocarpes du

N. galligena sur les milieux M1l et M20.

d) Enfin, l'absence de structuressexuées du N. gaZZigend
.sur les milieux aux extraits de malt (M6) ou de levure (M7) et synthétique
(M21 et M22) le distingue d'autres espéces ou souches de Nectriaq :
N. gliocladioides (HANLIN, 1961) N. haematococca (CURTIS, 1969), N. coceinea
(PARKER, 1976) et N. galligena (WESSEL, 1977).
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3.~ CONCLUSION

— o o ot o s e s s

En résumé, 3 la température de 18 °C et en présence de lumiére, 19 parmi .
les 23 substrats nutritifs éprouvés autorisent la fructification parfaite du

N. galligena. Celle~ci, & l'opposé des stades végétatif et asexué, est absente

dans toutes les séries culturales maintenues a l'obscurité permanente.

Trois milieux, outre leur valeur. pour la sexualisation du champignon,

nous semble d'un intérét plus particulier :

- le premier, formé de branchesde pommier (Ml) pour maintenir, a long terme,

les potentialités du parasite ;

- le second,constitué d'un filtrat de décoction (40g/l) d'avoine et de blé

pour induire une gquantité maximale d'ascocarpes;

- le troisizme, synthétique (M23) en raison méme de sa composition chimiquement;

définie.

Cette expérimentation représente une approche nutritionnelle du déter-
minisme sexué du N. galligena mais aussi d'une facon simple, un terme de

comparaison des souches ou espéces du genre Nectria.

[T. - CHOIX DU MILIEU SYNTHETIQUE DE BASE

Le milieu synthétique M23, choisi en fonction des résultéts précédents
(tableau 4) et d'essais antérieurs»(DEHORTER, 1972) sert de base aux expérimen-
tations suivantes. Sa composition, rappelée ci-dessous, qui satisfait & la mor-
phogen&se du N. galligena, répond aux exigences fondamentales des organismes
fongiques et aux principaux critdres, énoncés dans ce sens, par de nombreux

auteurs.
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Composition du milieu M23

. éléments minéraux :

- e wm e wm e e . wm

KH,PO, : 800 mg FeSO,, 7H20/EDTA Na : 15 mg/10 mg
MgSO4, 7H20 : 250 mg MnSO4, H2O : 5 mg
Na H2PO4, H20 : 100 mg BO3H3 : 3 mg
Ca C12 : 50 mg CuSO4, 5H20 : 1 mg
ZnSO4, 7H20 : 15 mg MoNa204, 2H20 : 1 mg
. Yigagi§e§ :
Thiamine (bichlorure) : 0, 2 mg
Pyridoxine (hydrochlorure) : 0, 2 mg
Biotine (D+) 0,01 mg
- Sources azotées :
Acide L-glutamique : 352 mg
L-alanine : 212 mg 100 mg d'azote /L
L-asparagine, H20 : 162 mg
By
. LitlE
. source_carbonée :
Maltose (D+) : 4 800 mg / 2 g de carbone /L

. eau distillée :

1 000ml ; pH : 5,5

En modifiant, succeésivement, 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
N. galligena.

De fait, plutdt que de rechercher & optimiser le milieu M23 déja trés favo-
rable a la production périthéciale, noustenteronsde définir certaines particulari-
tés trophiques de la sexualisation comparativement aux développements mycélien et

asexué du N. galligena.
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IT1I. - INFLUENCE DE LA COMPOSITIOM MIMERALE ET VITAMINIQUE

Deux séries expérimentales composent cette étude.

1.~ PREMIERE SERIE EXPERIMENTALE

-t o " o o o S o s O T " S o S T TS

Elle établit les effets des modifications du contenu minéral et vitaminiqu
du milieu M23 sur la croissance mycélienne et la production périthéciale du

N. galligena. en cultures, liquide et gélosée, réalisées & 18 °C et a la lumidre.

Le substrat M23 de référence (T) subit huit modifications successives qui -

entrainent 1l'absence soit :

- du potassium : M23 - KH,PO, / + NaH,PO,, H,O : 910 mg *
- . - = *

des phosphates : M23 - (KH,PO, + Na H,PO,, Hzo)/ + K,80, = 607 mg
- du calcium : M23 - Ca Cl2
- du fer : M23 - Fe 504, 7520
- du zinc : M23 - Zn SO4, 7H20
- des microéléments : bore, culvre, manganése et molybdéne

: M23 - (B03H3 + Cusoé, SHZO + MnSO4, H20 + MoNa204, 2H20)
- des vitamines : M23 - (bichlorure de thiamine + hydrochlorure de pyridoxine
biotine)

* Dans les 2 premiers cas, les pertes en potassium et en phosphate dies a 1'absen:

de phosphate monopotassique (KH2P04) sont exactement compensées par, respectiveme:
l'addition de sulfatede potassium (KZSO4 : 610 mg) et par 1l'augmentation de la te

PO,, H.0 : 910 mg).

neur en phosphate de sodium (NaH2 4 5

Les conséquences de ces huit omissions sont observées

- au niveau de la valeur pondérale du mycélium qui est mesurée aprés 11 et 30 jeou
d'incubation sur milieu.liquide
- au plan de la production de périthéces fertiles qui est obtenue sur les culture

gélosée et liquide ', au 302 jour.

REMARQUE : -

Hormis les habituelles précautions d4'usage, ceé expériences n'ont pas donné lieu
un traitement particulier de la verrerie ou des produits chimiques employés, auss
1'absence d'un élément du milieu, par le fait de sa non-incorporation, aprés pesé

dans le substrat, n'exclut-elle pas sa présence éventuelle sous forme d'impuretés
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Les résultats de cette premiére série expérimentale sont reportés dans

eau 5.

Tableau 5 : Influence de La composiiion minérale et vitaminique du milieu UL

sun Le développement du N. galligena.

1

MILIEUX CULTURE LIQUIDE CULTURE GELOSEE
. . 2 3 ~ 4- ) , ) 5
Mycélium (mg/fiole) pH R. sexuée Production Périthéciale
112 jour v30é jour 308 jour Indice Min. Max, Moy.
M23 265 178 6,4 F 95 105 100
M23 potassium 43 66 8,1 0
M23 phosphates 49 74 6,8 0
M23 magnésium 27 35 5,7 0
M23 calcium 261 169 6,4 + 82 89 8s
M23 fer 263 . 182 6,4 + 66 82 74
M23 zinc 159 175 - 6,8 0 28 44" 38
M23 microéléments 221 177 6,5 0 61 93 71
M23 vitamines 261 169 © 6,4 4 (+) 82 89 85
. , P
BU
LILLE
Légende : Tous Les nésultats sont obtenus de cultures effectudes a 18 °C, sous un
dclainement de Lumidre blanche (12hL/12h0, 750 ullem™2).
1. Le signe (-] indique que Le(s) composé(s) considéré(s) ne gigure(nt) pas dans

Le milieu synthétique MZ3.
2. poids de mycelfium Lyophilisé (mg/boite de Roux) obtenu aprés 11 et 30 jours de

3. pH du milieu cultural mesuné aprés 30 fours d'incubation

4. Le nombre d'ascocarpes/boite de Roux, qui est relativement proportionnel aw
nombre de croix (+), est impontant (+++) moyen (++) ou faible (+).

5. production de pénithéces ferntiles par tube de miliew gélosé obtenue aprds
30 jouns.

cultune
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<) Au niveau de La crodissance mycélienne, nous pouvons

remanquen :

- la quasi-nullité de tout développement sur les milieux dépourvus, soit de
potassium, de phosphore et de magnésium, ainsi se confirme le r8le indis-
pensable de ces éléments .

- la similitude des valeurs pondérales mycéliennes cbtenues sur le milieuM23
complet ou incomplet par manque de fer, de calcium ou de vitamines.

- les modificationss dies aux absences des microéléments et du sulfate de
zinc :

. soit, dans le premier cas, une croissance au profil normal, optimale
au 112 jour, mais pondéralement plus faible, .

. soit, par manque de zinc, une forte diminution de la masse fongique,
mesurée le 112 jour, qui traduit le retard du développement fongique.

Ces résultats ne metten:t pas en cause le pH du milieu compris, finalement

dans tous les essais, entre 6,4 et 6,8.

B) Au plan de fLa production périthéciale, certains ré-
sultats difgerent gondamentalement selon La nature solide ou Liquide du
milieu :

- en culture gélosée, si toutes les carences éprouvées, qui autorisent une
croissance végétative suffisante, diminuent le nombre d'ascocarpes fertiles ;
aucune d'elles n'empéche cependant la différenciation sexuée. Nous pouvons
déduire de ces résultats que l'incorporation dans le milieu nutritif,
.soit des vitamines ou du calcium, soit du fer ou des microéléments, soit,
enfin, du zinc,stimule soit faiblement, moyennement ou fortement la pfoduc—

tion périthéciale.

- en milieu agqueux, le manque de microéléments ou de zinc entraine une inhi-
bition de la production périthéciale. Ces résultats démontrent une spécifi-
cité des bescins nutritifs de la fructification parfaite comparés a ceux
qui permettent les développements végétatif et asexué. En outre, ils indi-
quent 1l'influence de la formulation solide ou liquide du substrat sur les
réponses sexuées du champignon. Ainsi la gélification du milieu masque
l'effet 4d'induction sexuée observée en phase liquide et ne permet de con-
clure qu'a une stimulation de la production périthéciale provoguée par
1'apport des microéléments ou du zinc.

De méme, la culture liquide accentue trés fortement, par rapport au milieu
gélosé, la diminution du nombre d'ascocarpes fertiles liée aux carences en

fer ou en calcium.
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2.~ DEUXIEME SERIE EXPERIMENTALE

Du fait, constaté précédemment, de 1'inexistence d'ascocarpes sur les milieux
liquideg ol manquent, soit le groupe des microéléments, soit le zinc, nous
avons, repectivement, recherché :

- si 1'inhibition sexuée peut é&tre provoquée §ar l'absence d'un seul des quatre
microéléments : bore, manganése, molybdéne et cuivre (lére expérience)
- la concentration en sulfate de zinc optimale pour la production périthéciale

(2&éme expérience).

Dans les deux cas, les cultures sont effectuées a 18 °C, a la lumiére

(12hL/12h0, 750 pwWcm™?) et, uniquement, en milieu liquide.

Ea SRR g — R - = w e = e s =t aml m S wZ-

Le champignon se développe sur quatre substrats qui, par rapport au milieu
M23 complet, sont déficients soit en bore (BO,H,), soit en mangan&se (MnSG,, H,0),

en molybdéne (MoNa, Oy, 2H,0), soit en cuivre (CuSOy, H,0).

Aprés 30 jours d'incubation, les productions mycéliennes et périthéciales

sont comparables, dans les quatre essais, & celles du milieu de référérence:

Ainsi, aucune des quatre carences n'empéche séparément la différenciation
sexuée dont l'inhibition relgdve de l'absence simultanée du bore, du manganzse, du

molybdéne et du cuivre.

D e — . al = R R

Cette expérimentation rapporte la production périthéciale du N. galligena
en fonction de l'incorporation, au substrat M23, de différentes quantités de sul-

fate de zinc (2nSOy, 7H,0) soit : 0, 1, 5, 10, 15, 30 et 60 mg/1.

Aprés un mois de culture, l'inhibition de la repreduction 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 (/bolite de Roux) évaluée, rgspective—

ment, selon les indices + et +++.

3.~ DISCUSSION

Chez le N. galligena, 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 a la reproduction sexuée. Des
effets semblables leur sont attribués : pour le fer chez des Leptosphaeria sp.
(LACOSTE, 1965) ; pour le calcium chez des Chaetomium sp. (BASU, 1951) ; pour les
vitamines chez des Ceratocystis sp. (KAARIK, 1960).
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L'autotrophie du N. galligena vis-a-vis des vitamines contraste avec les
fréquenteshétérotroéhies fongiques constatées pour ces facteurs de croissance
(FRIES, 1965). Ces exigences en vitamines, Bl et H notamment, peuvent affecter

des stades divers de la morphogengse fongigue. Ainsi, par exemple, elles concerne

- totalement, la croissance mycélienne et donc la reproduction du Gnomonia

leptostyla (FAYRET, 1975) hétérotrophe a la thiamine.

- uniquement, la différenciation périthéciale des Leptosphaeria typhae (VIDALet |

1975) et Sporormiella minima (ASINA et al, 1977) exigents en biotine.

- spécifiquement, l'ascosporogendse du Sordaria macrospora (HOCK et-al, 1976)
dépendant de la biotine.

Deux conditions trophiques spécifiques de 1l'induction sexuée du N. gallige
sont réalisées par l'association de quatre microéléments (bore, molybdéne, manga-

nése 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 milieux 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), Vertieilliwm albo-atrum (THRONEBERRY, 1973) ou Helminthospori:

‘ cynodontis (PUGLIESE et WHIIE, 1973). Le zinc influence aussi directement la dif

férenciation sexusge :

- soit en multipliant le nombre des péritheces des Pentcilliwn sp. (BHATTACHARYYA
et BASU, 1962), Venturia inaequalis (ROSS et HAMLIN, 1965), Glomerella cingula
(SINGH et SHANKAR, 1972) ou Pyricularia sp. (YAEGASHI et HEBE&T, 1976) .

- soit en favorisant, plus spécifiquement, l'ascospérogenése : Neurcspora (TURIA
1966), Podosordaria leporina (KOEHN, 1971), Saccharomyces cerevisiae (BILINSKI
et MILLER, 1980). '

Pour ces chercheurs, le zinc, incorporé au milieu de culture, peut provo-

quer des effets physioclogiques 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 synthése

acides nucléiques (ARN notamment) et sur la stabilité du fuseau chromosomique.

Chez le N. galligena, l'activité du zinc parait remarquable dans la mesw
ol 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 a la croissance mycélienne et 2a

la conidiogen&se de ce champignon.
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IV. - INFLUENCE DE LA NATURE_DES SOURCES DE CARBONE

L'hétérotrophie au carbone des champignons soumef leur développement a la
présence, dans leur environnement, d'une source carbonée organique. La natﬁre, treés
diverse, de celle-ci qui, ©n vitro, est incorporée aux substrats refldte alors la
variabilité des potentialités enzymatiquesde ces organismes fongigques et rend

aléatoire, toute généralisation.

La présente expérimentation recherche l'influence de la qualité de la nutri-

tion carbonée sur la croissance mycélienne et la reproduction sexuée du N. galligena

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES

> s T o S o A s S . S e At o o o o Sl

Le maltose du milieu M23 est remplacé, successivement, par 20 sources car-
bonées qui sont éprouvées, chacune, & la concentration de 2g de C/L. Sur les 21 sub-
strats ainsi confectionnés, la croissance mycélienne du N. galligena est mesurée
aprés 11 et 30 jours d'incubation en milieu liquide ; la reproduétion sexuée est

observée, au niveau des cultures gélosées et liquides, aprés 1 mois de développement

2.- RESULTATS

Les résultats de ces essais, effectués a 18 °C sous éclairement (12hL/12h0O,

750 uWem™?), 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. galligena.

- e e e T TS eSS -

Les mesures pondérales caractérisent trois formes de développement :

- nulle ou 5aib£e + en présence d'acétate de sodium et d'arabinose qui agissent
d'une manidre similaire, pour le premier chez : Cercospora beticola (Mc LEAN et
al, 1976 a et b),Sporormiella Sp.(ASINA et al, 1977) ; Leptosphaeria typhae (VIDAL,
1983) et pour le second chez Podosordaria leporina (KOEHN, 1971). Au contraire,
1'acétate de sodium favorise la croissance d'Ascobolus immersus (YU-SUN, 1964)

et le pentose celle du Nectria haematococca (QURESHI et PAGE, 1972).

- moyenne, au contact du rhamnose, fructose, lactose, tylose et des sels dtacides
organiques autres que 1l'acétate ol la métabolisation de ges derniers détermine

une forte basicité du milieu.

- optimale, 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 particuliére de glucides ne s'impose pour constituer le substrat

idéal a la croissance du N. galligena.
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TabLeaw 6 : Ingluence de La nature des sources de carbone sur Le dévelop-
ment du N. galligena.

Sources de carbonel CULTURE LIQUIDE CULTURE GELOSEE
2g de C/L ‘ Mycélium (mg/ fiole)2 .953 R. sexuée4 Production Périthéciale ‘
11& jour 302 jour 30& jour Indice ) Min. Max. Moy . ‘
D (+) Xylose 256 155 6,4 4 85 87 86
D (~) Arabinose 46 59 7.3 0 7 12 9
D (=) Ribose 259 163 6,5 4+ 67 72 68
D (-~) Rhamnose 119 189 6,4 B 65 90 76
Glucose 224 129 6,6 ++ 58 80 66
Galactose 225 144 6,4 s 79 81 80
Fructose 182 17% 6,3 +4 50 75 60
D (+) Lactose 144 137 6,3 ++ 59 75 62
D (+) Maltose 265 178 6,4 et 95 105 100
D (+) Saccharose 233 151 6,6 ++ 63 87 67
D (+) Cellobiose ) 223 155 6,5 ++ 75 90 87
Raffincse-H, 259 159 6,5 -+ 73 94 89
Dextrines 240 166 6,5 +4E 80 98 g5
amidon soluble 249 180 6,5 +4++ 85 89 as
Tylose 140 48 7,7 0 3 10 5
O (=) Mannitol 238 268 6,7 ++ 65 86 72
Citrate 143 64 g,8 0 0" 0, 0
Malate 140 99 9,5 0 0 0 0
Succinate 127 72 9,2 o] 0 Q ¢]
Pyruvate 155 92 9,2 o] 0 0 o]
Acétate 0 0 5,5 0 o] 0 0

Légende : Zous Les essals ont ¢Xé néalisés a 18 °C sous un éclairement en
Lumidre blanche (12hL/12h0, #50 ulem=?) '

1. Les sources de carbone, incorpordes dans Le milieu M23, four-
nissent 2g de C/L. Les acides ornganiques sont présents sous
gorme de Leuns sels de sodium.

2-3-4-5- Voin Légende du tableau 5.
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b) Reproduction sexude

-l D T T e R D D T o

Deux types de réponses, opposés sans terme moyen, caractérisent 1'influence
de la nutrition carbonée sur la production périthéciale qui peut donc &tre, selon

les cas, nulle ou importante.

@) thib@tion Aexude

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 ; Leptosphaeria typhae - VIDAL, 1983) oli ce composé, addition-
né (5g/1l) au milieu M23 complet, autorise alors la croissance mycélienne du
N. galligena 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 i base d'arabinose, de méthyl-cellulose ou
d'acides organiques stimulent la formation des périth&ces, respectivement, du
"W. haematococca (QURESHI et PAGE, 1972), des Leptosphaeria sp. (LACOSTE, 1965) et
du Ceratocystis fimbriata (THUILLIER et NEUMANN, 1982).

B) Stimulation pérnithéciale

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 Pyrénomycdtes suivants : Neurospora crassa (WESTERGAARD et
MITCHELL, 1947), Neciria gliocladioides et N. i{pomaeae (HANLIN, 1961), Rosellinia
limoniispora (HAYMAN, 1963), Podosordaria leporina (KOEHN, 1971), L. typhae
(VIDAL et al, 1975)...

Mais parallélement, le niveau élevé de fructification du N. galligena mis
en présence de maltose, des dextrines ou d'amidon, appuie les conclusions de
CCCHRANE (1958) qui font prévaloir le rdle sexué des di-et-poly-holosides. Con-
firme , ce fait, la formation optimale d'ascocarpes de divers Ascomycétes (HAWKER,
1939 ; HAWKER et CHAUDHURI, 1946), du Ceratocystis variospora (CAMPBELL, 1958) ou
d'espaces d'Anthracobia (ECHTLER et SCHRANTZ, 1975). '

En définitive, hormis le cas parﬁiculier de acides organiques, aucun groupe
de composés carbonés h'exclut, globalement, la différenciation sexude du
N. galligena comme l'ensemble des pentoses qui inhibe la sexualisation des
Venturia inaequalts (ROSS et HAMLIN, 1965) ou Gnomonia leptostyla (FAYRET, 1975).
Dans ce sens, apparait la multiplicité des potentialités enzymatiques du

N. galligena.
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3.- CONCLUSIONS

e e g e ey e . . . i

En se référant 3 l'ensemble de nos mesures, nous pouvons cbserver que la
filiére amidon soluble -dextrines~ maltose favorise davantage tous les aépects |
de la morphogenase du N. galligena. Dans ce cas, le maltose représente la meil- }
leure solution au probleéme de lamutrition carbonée de ce champignon. Ce méme choi
du maltose s'impose 3 de nombreux auteurs qui étudient la sexualisation des |
Pyrénomycétes : Sordaria fimicola (HALL, 1971), Arachniotus albicans (LACOSTE
et DUJARDIN, 1972), N. haematococea (QUERSHI et PAGE, 1972), Calonectria
camelliae (SHIPTON, 1977), N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a)......

A l'exception du lactose, toutes les sources carbonées qui stimulent la
croissance mycélienne du N. galligena agissent de méme sur sa différenciation
sexuée. Au contraire, les composés qui réduisent le développement mycélien du

champignon inhibent sa sexualisation sans compromettre, toutefois, sa conidiogené

V. - INFLUENCE DE LA NATURE DE LA SOURCE D'AZOTE

L'auxotrophie des champignons pour 1'azote impose la présence de cet €lé-
ment dans les substrats nutritifs o@ il parait exercer, sur la morphogenese fon-

gique, un réle plus spécifique que la source carbonée (DAS GUPTA et NANDI, 1957

L'influence de la gualité de la nutrition azotée sur le développement du
N. galligena 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

- —— i, . s 20— . o

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 a 100 mg/1l ol nc

avons admis que l'hydrolysat de caseine (casamino acid Difco) renferme 16 % d'az

2. RESULTATS

Les résultats de ces essais, effectués a 18 °C et en présence de lumiére
{(12hL/12h0, 750 chm'23 sont reportés dans le tableau 7 qui illustre 1l'influence
de la qualité de la nutrition azotée sur les productions mycélienne. et périthé-

ciale .

Hormis la cytosine, toutes les sources azotées éprouvées supportent la cr¢
sance mycélienne, qui, selon ses valeurs pondérales mesurées aprégs 11 et 30 jow

d!incubation, apparait :
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TabLeau 7 : Ingluence de La nature des sowrces d'azote surn Le développement
du ¥. galligena.

Sources d'azote’ CULTURE LIQUIDE " CULTURE GELOSEE
' Z 3 2
(100mg N2 /%) Mycélium (my/fiole) pH R. sexuée Production périthéciales
118 jour 302 jour 302 jour Indice Min. Max. Moy.
|
Sulfate d'ammonium 63 85 3,4 [ 0 o] 0 :
Chlorure d'ammonium 60 92 3 0 0 0 0
Glutamine 124 128 3,5 0 0 0 Q
L-lysine 116 151 4 0 0 0 0
L-arginine 194 138 3,6 0 0 o] 0
L-cystéine 86 204 3,2 0 0 0 0
L-cystine 99 101 3,3 0 0 0 0
L-méthionine 52 144 3,6 0 o] 0 0
Cytosine 17 11 5,5 0 0 0 o]
Nitrate d'ammonium 65 113 3,2 C 89 96 92
DL-valine 166 101 4,5 0 90 a8 94
L-leucine 168 206 4,3 0 112 115 113
L~isoleucine 185 192 4,2 0 93 100 95
L= histidine . 109 147 4,5 o] 19 20 19
L-proline 233 197 4 0 87 100 91
L-phénylalanine 189 183 4,4 0 84 92 86
L-tyrosine 246 178 4,2 o] 61 69 67
Adénine 15 181 5,6 0 51 56 s3{ BU
LitL
Nitrate de potassium 236 151 7,6 ++ 88 89 88
Glycocolle 227 158 4,7 ++ 69 74 71
L-alanine 259 175 5,8 ++ 79 81 80
L-sérine 258 170 4,5 ++ 55 58 57
L-thréonine 248 163 5,4 ++ 76 79 77
L-acide aspartique 254 - 202 7,5 +++ 73 81 76
L-acide glutamique 305 213 7,4 +++ 84 90 88
Ac. p-amino-butyrique 265 193 6,6 +++ 96 103 97
L-asparagine H, 0 274 170 4,8 +++ 88 a3 g2
L- tryptophane 136 227 4,9 + 42 49 45
Urde 203 154 4,6 ++ 95 106 97
‘Bydrolysat de caséine 211 269 5 ++ 65 69 ' 67
T ='GLU + ALA + ASN 265 178 6,4 4+ 93 105 100

Légende : tous Les essais ont 6t& néalisés & 18 °C sous un Cclairement en
Lumitne blanche (12hL/12h0, 750 uWem™).

I. Les sounces d'azote, Lncorponées dans Le milieu M23, fournissent
100 mg d'azote/L.

7-3-4-5- Vouin Légende du tablfeau 5.
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- réduite : sels d'ammonium, cystine
- moyenne : glutamine, lysine, histidine, cystine, méthionine et, en outre,
lente : cysteine, tryptophane, adénine

- élevée : alanine, sérine, acide glutamique, asparine, etc...

Globalement, les sels d'ammonium et les acides aminés soufrés sont donc
faiblement ou lentement métabolisés par le N. galligena on, dans ces cas, la régi

sion mycélienne et une acidification trzs prononcée du milieu vont de pair. |

Selon la nature et la formulation gélosée ou liguide du substrat azoté, s¢

distinguent trois formes de réponse.. sexuée :

a) Inhibition sexude

Indépendamment de la nature solide -ou non- du substrat, la glutamine, la

i

lysine, l'arginine, la cystéine, la cystine, la méthionine, les chlorure et sul
fate d'ammonium empé&chent la fructification parfaite. La nette acidité du milie:
provoquée par l'assimilation de ces composés, peut &tre responsable de cette
inhibition périthéciale qui, dans le cas des sels d'ammonium, s'observe aussi
pour Ceratocystis variospora (CAMBELL, 1958 ; Hypomyces solani f. cucurbitae
(HIX et BAKER, 1964) et Venturia inaequalis (ROSS et HAMLIN, 1965) ol, chez ce

dernier, la neutralisation du milieu lave l'effet inhibiteur (ROSS et BREMMER, !

Dans le cas du N. galligena, les résultats obtenusde l'addition du nitrate
d'ammonium, qui sc¢ distinguent essentiellement de ceux décrits précédemment (glﬂ
tamine,...), par une forte production périthéciale sur milieu gélosé, suggérent
que les cas d'inhibition sexuée totale, décrits ci-dessus, ne sont pas le fait
d'une croissance mycélienne et d'un pH faibles mais relévent directement de la

nature méme de la source azotée.

8) Induction pérnithiciale

Une production d'ascocarpes fertiles, souvent importante dont les propor-

tions ne sont nullement altérées par la formulation, ligquide ou non, du substrat

caractérise les sources azotées suivantes :

~ acides glutamique, aspartique ouzﬂamino—butyrique et asparagine (ler groupe),
- glycocolle, alanine, sérine, thréonine, urée, hydrolysat de caséine et nitrat
de potassium (2&me groupe),

- tryptophane.

Ces divers composés favorisent la formation des périth&ces du N. galligen

qui peut étre :

- trés élevée (ler groupe),
- élevée (2&me groupe),

- moyenne (tryptophane).

Ils assurent également de bons rendements en matiére mycélienne et un

maintien du pH final du milieu entre 4,5 et 7,5.

..
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§) Sexualisation induite (/substrat gélosé) ou Linhibée
(/milieu Liguide) :

Cette troisidme forme de réponse. sexuée: du N. galligena met en cause la
formulation liquide ou solide du substrat plus que sa nature azotée. Ainsi, le
grand nombre d'ascocarpes fertiles comptés sur les milieux gélosés additionnés de
valine, leucine, isoleucine, histidine, proline, phénylalanine, tyrosine, adé-
nine ou nitrate d'ammonium contraste, totalement, avec la stérilité sexuée du

champignon incubé sur ces mémes milieux, exception faite de leur état liquide.

De telles discordances liées a la liquéfaction ou a la gélification du
support trophique sont signalés au niveau des réactions sexuées du Nectria
haematococea (QURESHI et PAGE, 1972) ou du Chaetomium aureum (GHORA et. CHAU-
DHURI, 1975). '

Chez le N. galligena, cette inhibition périthéciale, uniquement en pha-
se aqueuse, ne correspond pas, sauf pour l'adénineet le nitrate d'ammonium, a
une déficience de la croissance mycélienne gui atteint, dés le 11& jour, un
niveau satisfaisant. Ainsi, seule l'acidification des milieux (pHg4,5) semble
alors justifier, par ses effets non atténués en culture liquide, la stérilité

sexuée du N. galligena.

Précédemment, nous avons supposé que l'acidification accrue de certains

milieux azotés, constatée aprés 30 jours de culture, serait :

- soit, sans incidence, sur l'inhibition sexuée notée, simultanément, sur les
formes gélosée et aqueuse d'un substrat (lére forme:de réponse sexuée),
- soit, au contraire, la cause directe de l'absence périthéciale lorsgue celle-

ci est obsexrvée, uniquement en culture liquide (3eéme forme de réponse sexuée).

Afin de vérifier ces hypothéses, nous avons réalisé l'expérience suivante

o le pH initial du milieu nutritif est modifié.

a) Conditions expérimentales

Cette étude, effectuée unigquement en phase liquide, & la température de
18 °C et en présence de lumiére (12hL/12h0O, 750 uWem™?), comporte 3 séries
expérimentales oli, en avant l'ensemencement, le pH des milieux est ajusté res-

pectivement & 5,5 ; 6,5 et 7,5.

Chaque série comprend 11 substrats qui diff2rent du milieu M23 par la

nature de la source azotée incorporée (100 mg d’.azote/L) soit :
- la glutamine, la lysine, la cysteine ou la chlorure 4d'ammonium (ler groupe),

~ la valine, la leucine, 1l'isoleucine, la proline, la tyrosine, la phényla-

lanine ou lernitrate d'ammonium (2&8me groupe).
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8) Résultats

. Au niveau de la premi2re série culturale, au pH initial 5,5, se cdn-

firme, dans tous les cas, l'absence de différenciations sexuée.

. Au niveau des séries 2 et 3, les ajustements‘initiaux du pH a 6,5 et
7,5 ameénent ce facteur, pour les 11 milieux éprouvés, a des valeurs finales
(302 jour) proches respectivement de 6 (5,9 <pH< 6,2) et de 7 (6,9 <pH< 7,4)

Cette neutralisation du milieu ne léve 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 & base de composés azotés du second groupe.

8y Conclusion

Cette expérimentation corrobore nos hypothéses quant & la réelle in-
fluence du pH et de la nature de certaines sources azotées sur la produc-

tion périthéciale du N. galligena.

3.- DISCUSSION

— o ot s i =t e

Les réactions du N. galligena a la qualité de la nutrition azotée op-
posent les sources d'azote qui, de par leur nature, sont respectivement inhi- |

bitrices ou favorables a la production périthéciale.

L'inhibition périthéciale provoquée par les ions ammonium, les acides
aminés soufrés et basiques ou la glutamine constitue un fait de spécificité
trophique du phénoméne sexué par rapport au développement végétatif du
N. galligena. Le réle défavorable exercé par ces composés ne peut cependant
8tre généralisé car certains d'entre eux entrainent la sexualisation de divers

Ascomycétes ainsi :

- les ions ammonium : Podosordaria leporina (KOEHN, 1971), Calonectria
camelliae (SHIPTON, 1977), ou Sporormiella sp. (ASINA et al, 1977).

-~ la cystéine : Arthroderma benhamice (DAVIDSON et UNESTAM, 1974),
Gnomonia leptostyla (FAYRET, 1977)

- la glutamine : Nectria haematococca (QURESHI et PAGE, 1972)

Finalement, des substrats azotés de nature différente supportent la

fructification parfaite du N. galligena.

L'azote minéral, uniquement sous forme.de nitrates, multiplie le nombre
de péritheces du N. galligena comme ceux des Nectria sp (HANLIN, 1961),
Neurospora crassa (WESTERGAAD et MITCHELL, 1947), Ascobolus tmmersus (YU-
SON, 1964), Leptospheria sp. (LACOSTE, 1965), Sordaria fimicola (HALL, 1971).
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Ces résultats distinguent les plus grandes potentialités enzymatiques
de ces champignons vis & vis d'autres espices qui ne métabolisent aucune
forme d'azote minéral telles : Glomerella cingulata (SINGH et SHANKAR, 1972),
Gnomonia leptostyla (FAYRET, 1977), Leptosphaeria (= Massarina) senegalensis

(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. galligena. Dans ce sens, le mode devbiosynthése de:1'alanine, la valine, la
leucine, l'isoleucine, la thréonine et 1l'acide aspartique qui les relie 4'une
fagon commune au "pool" de l'acide pyruvigue peut expliquer les réactions
sexudes uniformes et de grande qualité du N. gaZZigena 3 la présence de ces
acides aminés.

De teld résultats d'ensemble sont remarQués chez Arthroderma benhamiae
(DAVIDSON etUNESTAM, 1974) ou, d'une maniére plus singuliére, pour la valine
(Venturia inaequalis - ROSS et HAMLIN, 1965), la leucine (Pentieillium
vermiculatum - BHATTACHARYYA et BASU, 1962), l'alanine (Sporormiella sp. -
ASINA et al, 1977, Gnomonia leptostyla - FAYRET, 1977).

Comme pour le N. galligena, de nombreux exemples témoignent de 1l'in-
tervention positive de l'asparagine dans le métabolisme sexué des Ascomycétes:
Ceratocystis aureum (GHORA et CHAUDURI, 1975),... Par ailleurs, BERNILLON
(1982) rapporte, dans son étude sur 1l'évolution des acides aminés libres my—‘
céliens du N. galligena, cultivé sur milieu M23, & 18 °C, que l'asparagine
représente 30 a 40 % du total de cette fraction "azote-soluble" et que la
teneur mycélienne de ce composé se situe entre 8 et 12 % du poids de matiére

séche.

La fertilité sexuée du N. galligena, constatée au contact de la sérine
et des acides aspartique . et glutamique, conforte nos résultats antérieurs
obtenus sur décoction d'avoine ol ce milieu est particuliérement riche de
ces trois acides aminés (VIALA, 1972). Si les deux composés acides sont recon-
nus prépondérants dans le métabolisme azoté général, la sérine peut favoriser
la fructification paifaite de champignons dermatophytes (LACOSTE et DUJARDIN,
1972 - DAVIDSON et UNESTAM, 1974) ou de Leptosphaeria : L. typhae (VIDAL et
al, 1975), L. senegalensis (ANDRIEU et al, 1980). '

Quoique trés nette chez le N. galligena, 1l'action stimulatrice des
acides aminés semble cependant moins spécifique que celle éprouvée chez le
Neetria haematococea (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)
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Les développements sexués du N. galligena, en présence d'urée, ou ceux
a'Ascobolus immersus (YU-SUN, 1964), de Chaetomium aurewn (GHORA et CHAUDHURI,
1975) et de Sporormiella sp. (ASINA et al, 1977) évoquent les capacités uréo- |

lytiques de ces champignons.

Enfin, la production périthéciale du N. galligena 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 morphogengse sexuée de nombreux organismes fongiques :
Gnomonia fructicola (Mc CONIE et SNYDER, 1966), Arthroderma sp. (DAVIDSON
cet UNESTAM, 1974 ; DUJARDIN et al, 1975), Leptosphaeria typhae (VIDAL et al,
1975), Sordaria macrospora (HOCK, 1976)....

De telles associations ont été éprouvées chez le V. galligena ol étaient
combinés par 2,3,4 et 6 les composés suivants : alanine, asparagine, acide
glutamique, acideﬁiamino—butyrﬁanysérine et nitrate de potassium. Les résul-
tats, obtenus des 23 mélanges azotés essayés, révelent que seules les associa-
“tionscomprenant 3 ou 4 éléments, notamment celle du milieu de base M23, exer-‘
cent un effet légérement plus favorable que celui dd & 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. galligena, révele :

- des cas de spécificité trophique de la formation périthéciale vis a vis
du développement végétatif,

- les interférences possibles du pH sur l'activité de certaines sources
azotées, notamment, lorsque le champignon est cultivé en milieu ligquide,

- l'importante production périthéciale amenée par des sources azotées de
classes différentes, ce résultat ne suggérant aucune voie métabolique par-
ticulidre au phénom@ne sexué sinon la multiplication des potentialités
biosynthétiques du champignon,

- pour toutes les séries culturales réalisées & l’obscurité permanente,
1l'absence d'ascocarpes fertiles quelque soit le substrat azoté éprouvé,

- la diversité des réponses sexuées fongiques a la qualité de la nutrition

azotée comme le prouve la longue énumération des réactions observées chez

les Ascomyceétes.

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. galligena, au niveau de la croissance
mycélienne, du pH du milieu mainﬁenu a une valeur optimale et de la morpho-

genése sexuée.
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VI. - INFLUENCE DES CONCENTRATIONS EN CARBONE ET EN AZOTE DU MILIEU .
- ROLE DE L'EQUILIBRE C:N.

A l'exemple des Phycomycétes (CHILD et al, 1969) ou des Basidiomycétes
(HORRIERE, 1976), le développement des Ascomycétes dépend des gquantités car-
bonées et azotées présentes dans le substrat. Ces exigences, variables selon
la nature des éléments carbonés et azotés (HAWKER, 1966), 1'environnement ther-
mique et lumineux ou les stades morphogénétiques (FAYRET, 1975), démontrent,
l'activité die & des teneurs carbonées ou azotées particulidres mais, aussi,

le r&le du rapport carbone-azote (C:N).

Chez le N. galligena, l'influence des concentrations en carbone et en
azote du milieu M23 et de leur rapport (C:N) sur les développements végétatif
et sexué est déterminée dans des conditions culturales invariables au pién de

la température, de l'éclairement et de la composition qualitative du milieu.

L'incorporation, au milieu M23 liquide ou gélosé, de guantités variables
de maltose et du mélange, & parts égales, d'acide glutamique, d'alanine et

d'asparagine permet d'obtenir des concentrations en :

- carbone, égales 2 0 ; 0,5; 1 ; 1,5; 2 ; 2,5 ; 3 ; 4 ; 5 et 10g/1,
- azote, éguivalentes & 0, 25 ; 50 ; 75 ; 100 ; 125 ; 150 ; 200 ; 250 ; 300,
400 et 500 mg/Ll.

En fonction des variations concomitantes de ces teneurs carbonées ou
azotées et de leur rapport (2,8<C:N<100), sont étudides la croissance mycélien—
ne et la production périthéciale du N. galligena cultivé, a 18 °C, sous un
éclairement de lumiére blanche (12hL/12h0, 750 pWem™2).

Le: tableau 8 et les figures 11, 12 et 13 rapportent les résultats de ces

essais.
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Tabfeaw § : Influence des variations des concentrations en ca/tlgono_ et en azote
du milieu nutrnitif sur Le développement du N. galligena.

MILIEY NUTRITIF CULTURE LIQUIDE CULTURE GELDSEE
Concentration  Rapport Matiére séchez pH3 R. saxue'a4 Production périthécia!es
{mg/t) "{mg /100mi )
t:arlmnc1 Azota1 C:N ‘Hajuur 30§jour 30"jour \.périthecial Min, Max. Moy.
0 100 2,8 12 20 8 0 0 ] 0
200 2,8 33 40 8,6 0 0 0 0
300 2,8 80 55 8,9 0 0 0 0
400 2,8 105 70 8,9 0 0 0 o
500 2,8 112 74 9 0 0 0 0
500 25 20 74 34 5,8 + 28 | 38 32
0 10 mouz g k LB
U 75 6,6 1t 110 6,6 + 22 - 30 25
SILLE . 100 5 70 57 7.1 + 21 25 22
' 125 4 78 76 7,5 0 17 20 18
i 150 3,4 78 57 7.7 o 8 10 10
1000 25 40 114 97 5,6 + 38 52 42
50 20 136 104 6 + 48 52 50
z5 13,8 139 167 g2 st 20 35 3L
100 10 150 165 6,7 + 43 55 49
125 8 163 150 7.1 + 50 57 53
150 6,7 184 158 7,7 0 41 50 43
200 5 208 170 7.8 0 17 21 18
250 4 209 165 8 0 0 7 2
1500 25 60 125 132 5,5 0 27 38 32
50 30 165 145 5,9 - 62 68 66
75 20 201 148 §,2 s LA 2 80,
100 15 204 150 6,4 ++ 69 81 75
125 12 205 153 6,7 + 65 83 75
150 10 224 167 7,6 + 67 79 A
200 7.5 267 173 7,5 0 52 55 53
250 6 268 165 7.8 0 22 27 24
300 5 282 174 8 0 5 12 8
2000 25 80 . 169 157 ©E,3 ] 9 13 11
50 40 197 196 5,7 ++ 76 86 81
75 26,6 264 . 205 6 4+ 91 98 95
100 20 w5 1278 4t s s 15 100
125 16 269 179 6,5 R 98 103 100
150 13,3 299 183 7,2 - 89 95 92
200 10 328 262 7,2 ++ 89 95 92
250 8 349 238 7.7 + 62 . 74 67
300 6,6 362 250 7,8 0 s2 s4 53
400 5 386 © 254 8,7 0 5 6
500 4 395 256 8,7 2
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Tableau § (suite) : Ingluence des varniations des concentrations en carbone
et en azote du m&ﬂ&au nutn&t&ﬁ sun Le déveﬂoppement du N. gaZquena.

MILIEY NUTRITIF CULTURE LIQUIDE CULTURE GELOSEE
Concentration ~ Rapport Matigre séchez pH 3 R. sexus’a4 " Production périthe’cialas
(mg/L) {mg { 120mt )
Carbone' Azote’ C:N 11°,out 30’ajoul 3ﬁb]our Lperithecial Min, Max. May,
1 © 2500 25 100 177 164 5,6 0 0 0 0
50 50 220 221 5,5 ++ 55 62 58
! 75 33 249 250 6 +++ 107 120 111
100 2 29¢ 252 &3 sy 114 121 119
125 20 346 284 6,5 e 103 117 115
150 16,6 373 253 6,8 +a4 103 120 114
200 12,5 3718 270 6,8 ++ 96 113 101
| _ 250 10 414 295 - 7,4 ++ 92 108 95
; ' 500 5 438 286 7,4 0 0 0 0
|
|
! 3000 s0 . 60 242 251 5,5 + 24 34 28
75 40 324 326 5,8 ++ 89 100 92
100 30 320 325 6,2 . 110 117 112
125 2 6 0 &4 o+ 19 17 123
150 20 403 258 6,6 r 110 127 117
200 15 435 230 7 4+ 110 131 115 0
250 12 449 337 8,3 . 89 9% 92 gzlE
300 10 466 300 8,5 4+ 84 100 90
5000 .50 80 248 300 5,5 0 0 0 9
a 75 53,3 297 379 5,7 + 34 66 45
‘ 100 40 373 400 6 s 93 120 | 102
125 32 447 438 5,3 Hi 138 145 142
200 20 546 350 7 ot 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 0 ) 0 0
' 75 66,6 273 248 7.3 0 12 24 17
\ 100 50 442 254 7.6 + 83 85 84
@ 125 40 457 442 6,5 4+ 93 S4 93
| 150 33,3 563 403 6,9 ++ 124 151 143
1 290 2 621 435 2 H+ 119 148 138
250 20 628 489 z Ht 100 148 134
300 16,6 680 520 2,1 hass 135 14 137
500 10 767 627 7,3 e 128 141 137
10000 100 100 707 605 5,1 ) 0 0 0
200 50 830 786 6,2 (+) 69 77 74
300 33,3 930 854 7,3 +4(+) 100 122 112
400 25 1065 960 7,8 4+ (+) 1c8 125 119
Sa¢ 20 1121 995 8,2 s 130 151 139

Légende : tous Les essais ont €26 néakisés & 18 °C, sous un éclairement en
fumidre blanche (12hL/12h0, 750 pilem™t).

1. le maltose et fe mélange (acide glutamique, dam.na et asparagine) 2-3-4-5- Voin {égende du tableau 5.
camutuem Les sounces de carbone et d'azote.
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2. RESULTATS

—— i o S et s 4 S

a) Analuse globale [(tablfeau_§|

rPmfwwe S e fw fm S el el wSwles

D'un point de vue général, l'examen des données du tableau 8 nous sugr

gére les remarques suivantes :

@) au plan de fa crodssance mycélienne

Dans tous les cas, l'augmentation des concentrations en carbone de
0 a2 10 g/1 ou d'azote de 0 & 500 mg/l provoque, parallélement une stimulation
de la croissance mycélienne, mesurée aprés 11 jours de culture en milieu liquide
Les valeurs C:N les plus faibles caractérisent, alors, cette progression pon-
dérale des thalles.
Le développement du N. galligena sur les substrats & contenu azoté de plus en
plus élevé entraine corrélativement l'alcalinisation du milieu, celle-ci

n'étant cependant jamais excessive (pH<9).

De tels faits se vérifient pour divers Ascomycétes (HAWKER, 1957)
Arthroderma vanbreuseghemii (DUJARDIN et al, 1975), Gnomonia leptostyla
(FAYRET, 1977) dont l'importance de la croissance végétative dépend de con-

centrations carbonées et azotées croissantes et d'une diminution du rapport C:N.

B) au niveau de La reproduction sexuée

Parmi toutes les teneurs en carbone ou en azote &prouvées, aucune ne se
révele inhibitrice de la sexualisation du N. galligena. Cet effet répressif

reléve essentiellement de la valeur de 1l'équilibre C:N. Dans ce sens, nous pou-

vons considérer que :

-~ le rapport C:N contrdle l'induction sexuée
- les valeurs absolues des concentrations carbonées ou azotées réglent, au ni-

veau d'un rapport C:N donné, le nombre d'ascocarpes formés.
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: AZOTE SUR'LA REPRODUCTION

SEXUEE

b) INFLUENCE DE L'EQUILIBRE CARBONE

Le diagramme (figure 11) symbolise l'évglution de la production périthé-

ciale du V. galligena, en fonction des différentes teneurs carbonées (0 3 10g/1)

et azotées (0 a 500 mg/l) éprouvées.

delale du N. galligena, cultivé & 18 °C, en pré-

Ingluence de La varniaiion des teneurs carbonées et azotées sur La
sence de Lumidrne blanche (1ZhL/12h0, 750 ulWem=?%).

production périth

Figure 11.:
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CONCENTRATION EN CARBONE

Le maltose et Le mélange (acide glutamique, alanine

et asparagine) constituent Les sources de carbone

et d'azote.

Légende :
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Mis & part les cas de leur nullité, toutes les concentrations en car~
bone et en azote essayées provoquent la différenciation périthéciale a condi- |
tion d'étre combinées selon des rapports compris entre 5 et 60 ou entre 4 et 67
selon la nature respectivement liquide ou solide du milieu. Au contraire cha- |
cune des teneurs carbonées ou azotées devient inhibitrice si elle intervient
dans des équilibres C:N inférieurs & 4 ou supérieurs a 67.

Le diagramme (figure 11) démontre le déplacement du nombre maximal d‘ascocarpesi
produits et, corrélativement, l'évolution de la valeur C:N optimale, en fonc-
tion des quantités carbonées et azotées inéorporées au milieu :
- soit de 10 a 20 lorsgue les taux de carbone é&galent respectivement 0,5 et

10 g/1,
- soit, inversement, de 40 & 10 lorsque les teneurs en azote augmentent de

25 a 500 mg/l.

Ainsi, les rapports C:N, compris entre 10 et 40, apparaissent, toutes
concentrations en carbone et en azote confondues, trés favorables a la produc-
tion périthéciale du N. galligena. Plus précisément, nous pouvons retenir com-
me optimales les valeurs de l'équilibre C:N proches de 25 qui satisfont tous

les aspects du développement du N. galligena cultivé sur milieu liquide ou

gélosé.

c) Influence des concentrations en carbgne ef_en azote du

Nous avons tenté d'interpréter les effets de la valeur absoclue des te~-
neurs carbonées et azotées du milieu selon trois exemples ol, successivement,

le rapport C:N, la concentration de carbone puis celle d'azote sont fixes.

a)rapport C:N constant

Lorsque les taux C:N autorisent la sexualisation, laproduction périthé-
ciale varie selon lés quantites de carbone et d'azote introduites dans le mi-
lieu. La figure 12 démontre cette relation pour un équilibre C:N constamment

égal a 20.
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Figure 17 : Influence des teneurs carbonées et azotées, définies par un rappont
C:N constant,sur Le dévelLoppement du N. galligena. d PP

; . ®ee0 MYCELIUM SEC
PRODUCTION PERITHECIALE OO /GELOSE

N mgA 100 mi
150 o—a/LIQUIDE 1500
I o .
Ae-oa pil : '
° ..:ig .
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1:3» L ds .
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+ - 5 - /g?‘[\
1 ULLE
0 ‘T. I T O 1 1 1, | 0
0051152253 & 5 . “ 10 (Glg/L
0~ 25-50 - 75-100-125-150 - 200 - 250 - 500 [N)mg/l.

R AP P O RT t : N 20

Légendé : Les cultures du N. galligena se développent & 18 °C, en présence de
Lumdidre blanche (1ZhL/12h0).

La production pénithiciale et fe pH du miliew sont mesurds apres
30 jouns de culture, Les poids de mycélium sec (/100 ml de milieu)
sont obtenus apnés 171 jowrs d'.incubation sur milieu Liquide.
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La figure 12 nous permet d'observer que 1‘augmen£ation -simul tanée

(C:N:20) des concentrations carbonées et azotées conduit a :

- un accroissement proportionnel des rendements en matiére mycélienne (11& jour)
|

- & une progression du nombre d'ascocarpes. Celle-ci, initialement treés ac- ‘
centuée, devient nettement moins significative au delad de 2,5 g/l de carbone,}
La culture en milieu liquide confirme ces données notamment la grande ferti- |

1ité du N. galligena sur des substrats trés riches en carbone (10g/l).et en

azote (500 mg/l), ou le doublement de ces derniéres valeurs ﬁe suffit pas a

stériliser le champignon.

Ces résultats, reproductibles pour toutes les valeurs C:N comprises entre
10 et 40, indiguent qu'une large gamme de concentrations tant carbonées.(O,S a
10 g/1) qu'azotées (25 & 500 mg/l) autorise la reproduction sexuée du N. galligena :
Ainsi ils ne semblent pas confirmer le rdle plus spécifique attribué aux com-
posés azotés (DAS GUpTAet -NANDI, 1957), notamment, l'effet limitant exercé par
leurs concentrations élevées. Ces derniéres, supérieures a 200 mg/l, empéchent
la sexualisation d'Hypomyces solani (HIX et BAKER, 1964), d'Arthroderma vanbreu-
seghemii (DUJARDIN et al, 1975) ou réduisent considérablement la formation des
ascocarpes du Leptosphaeria typhae (VIDAL et al, 1975). De méme l'action fa-
vorable des fortes valeurs carbonées (10 g/l), constatéechez le N. galligena |
infirme les résultats de nombreux travaux ol une telle addition d'hydrates de
carbone, supérieure a 2 p 100, se révéle inhibitrice de la fructification
parfaite.
Toutefois des conqlusions similaires a celles des auteurs précités peuvent étre‘
proposées chez le N. galligena si l'on se référe aux effets des variations de
la teneur en azote en fonction d'une concentration constante en carbone et
inversement.

B) Ingluence des concentrations azotées et carbondes

La figure 13 représente l'influence sur le développement du N. galligena.

- en A, des variations, de 25 a 500 mg, de la concentration en azote en fonc-
tion d'une seule teneur carbonée égale a 2g/1,
- en B, de différents taux carbonés, de 0,28 & 10 g/l, pour une valeur fixe

d'azote équivalente a 100 mg/l

Dans les deux cas (A et B), l'augmentation des teneurs azotées ou car-

bonées conduit a :

- une progression corrélative de la croissance mycélienne dont l'importance

pondérale dépend davantage de la nutrition carbonée,
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Figure 13:: Ingluence des variations de La concentration en azote (A) ou en car-
bone (B) sur Le développement du N. galligena culitivé en présence
respectivement d'une feneur constante en carbone égale a 2g/4 (A) ou
en azote équivalente & 100 mg/L (B). '
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- une évolution inverse du pH des milieux qui deviennent alcalins lorsque la
teneur azotée excéde 150 mg/l, '

- des courbes de la production périthéciale d'allure trés similaire caractéri-
séé par :

. 1l'absence initiale de périthéces aux plus faibles concentrations
éprouvées (25 mg d'azote/l, 0,28 g de carbone/l),

. une phase suivante ol le nombre d'ascocarpes est proportionnel a
l1'élevation des teneurs azotées ou carbonées,

. une production périthéciale maximale induite par des concentrations
d'azote égales & 100 ou 125 mg/l ou de carbone proches de 2,5-3g9/1,

. une diminution de la fructification parfaite, et, finalement, son
inhibition. Cette derniére, plus spécifiquement révélée par la cul-
ture en milieu liquide, est provoguée par des taux azotés supérieurs
a 300 mg/l ou carboné égal a 10 g/l.

Cette analyse, & la différence de nos interprétations précédentes met

plus singuliérement en évidence :

~ l'effet d'inhibition sexuée A3 & de plus nombreuses concentraticns azotées
(25, 300, 400 et 500 mg/l) que carbonées (0,28 et 10 g/1),

- les conditions cptimales pour la production périthéciale sous forme de taux
carboné et azoté respectivement égaux a 2,5 g/l et 100 mg/l qui déterminent

ainsi un rapport C:N de 25.

3.~ CONCLUSIONS

+ ——— ——— o ————

D'une facon essentielle, cette étude démontre le rSle de l'éguilibre
C:N qui, plus que les concentrations absolues de carbone ou d'azote, décide
de la morphogendse sexuée. Chez le N. -galligena, dans l'intervalle des valeurs
C:N optimales, comprises entre 10 et 40, des teneurs carbonées et azotées va-
riant, respectivement, de 2 a2 10 g/1 ou de 100 & 500 mg/l, multiplient le nom-
bre de périthéces. Des relations C:N analogues favorisent la formation des as-
cocarpes chez Ophiobolus graminis (WESTE, 1970a), Ceratocystis ulmi (HOLMES, 1970
Sordaria fimicola (HALL, 1971), N. haematococca (QURESHI et PAGE, 1972),

Calonectria camelliae (SHIPTON, 1977), N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983b).

En outre, les valeurs optimales du rapport C:N trés différentes telles
que : 4 et 25 chez le N. galligena, 30 et 50 chez Glomerella cingulata (SINGH
et SHANKAR, 1972), 13 et 23 a 43 chez Gnomonia leptostyla (FAYRET, 1977), pri-

vilégient les voies, respectivement, végétative et sexuée. Ainsi, des proportio:

C:N supérieures, orienternt vers le développement sporophytique du champignon.
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Par ailleurs, si la production périthéciale du N. galligena, conditionnée par

des rapports C:N adéquats, supporte des variations de concentration azotée ou

carbonée de grande amplitude ; au contraire, la sexualisation de certaines es-

peéces foﬁgiques dépend strictement de faibles teneurs azotées. Dans ce dernier

cas, des rapports C:N optima soit

- moyens (C:N.= 20), obligent & une réduction des teneurs en hydrates de car-
bone incorporées au milieu qui favorise la formation des apothécies d'Anthra-
cobia sp (ECHTLER et SCHRANTZ, 1975). Une semblable diminution, au détriment
de la stimulation mycélienne, conditionne la différenciation des ascocarpes
du Venturia inaequalis (ROSS et HAMLIN, 1962) ou d'Ophiobolus graminis
(WESTE, 1970a).

- élevés (50 < C:N < 170) sanctionnent les fortes exigences carbonées de la
production périthéciale des : Neurospora crassa (WESTERGAAD et MITCHELL,
1947), Penicillium vermiculatum (DAS GUPTA et NANDI, 1957), Podosordaria
leporina (KOEHN, 1971) ou Glomerella cingulata (SINGH et SHANKAR, 1972)...

En définitive, l'influence de la teneur en:carbone ou en azote du milieu

nutritif se traduit par des réactions sexuées fort diverses qui ne permettent,

[ sur ce plan, aucune généralisation qui rapporterait la fructification parfaite

- des Ascomyceétes 3 une formule carbone-azote précise.
L'exemple du N. galligena concrétise cette relativité :

- ol sa morphogenése sexuée, produite sur des milieux & faible contenu carboné
et azoté, accrédite les principes généraux de KLEBS (1900) ou les travaux de
HAWKER (1939, 1951), de BRETZLOFF (1954)... selon lesquels une croissance vé-

gétative restreinte représente un facteur du déterminisme sexué,

- ol sa différenciation périthéciale sur des milieux riches en carbone ou en
azote corroborent d'autres travaux : Nectria giiocladﬂoides (HANLIN, 1961),
N. haematococea (CURTIS, 1969)., N. ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983a)...
selon lesquels un apport trophique accentué n'est pas significatif d'inhi-

bition sexuée.

o - . N
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VII. - INFLUENCE DE LA CONCENTRATION EN IONS HYDROGENE

Des résultats précédents (page 73 ) démontrent l'influence du pH du
milieu cultural sur le développement du N. galligena ou éncore, chez certains
champignons, comme Venturia inaequalis (ROSS et HAMLIN, 1965), cultivés en

présence de sels d'ammonium...

Présentement, la croissance mycélienne et la reproduction sexuée du

N. galligena sont étudiées en fonction de différents pH initiaux du milieu M23.

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES

Le pH du milieu M23, liquide ou gélosé, est amené aux valeurs de 4 ; 5 ;
5,5 ; 6 ; 7; 8 et 9 par addition d'acide chlorhydrigue (HCl, N) ou de soude
(Na OH, N). Aprés stérilisation des milieux, les pH sont réajustés, si
nécessaire.

L'incubation des cultures se réalise a 18 °C, en présence de lumiere

(12hL/12hL, 750 uWem™2) ou a l'obscurité permanente.

2.- RESULTATS

-

Les résultats des essais, effectués a la lumiére, apparaissent dans
le tableau 9

Tableau 9 : Ingluence de La concentration initiale en Lons hydrogéne du mi-
Lieu nuthitif sun Le développement in vitrno du N. galligena.

oH éﬁ}\ CULTURE LIQUIDE \ CULTURE GELOSEE
JAY
initia; Litte (ﬁ/cféitilu:f pl—I'21 R. sexuée3 Production périthéciale4
112 3. 302 j. 112 j. 30& 3. indice Min. Max. Moy .
4 224 174 S 4,8 + 42 44 43
5 263 181 6,3 6,2 ++ ' 70 81 77
5,5 265 178 6,4 6,4 +++ " 95 105 100
6 249 179 6,6 6,6 et 103 108 105
7 218 164 7.3 7,5 o+ . 71 96 81
8 208 139 7.7 8,1 + 63 67 64
9 .

205 137 7,7 8,2 + 43 48 45

Légende : Les nésultats sont obtenus de cultures pratiquées a 1§ °C, a
La Lumitre M23, 1-2-3-4 : voir tableauw §.
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Dans tous les cas, le développement végétatif du N. galligena demeure
important et, finalement, optimal aux pR initiaux 5 et 5,5. Toutefois, peut~
on remarquer que l'alcalinite initiale des milieux affaiblit, plus gque les
pH acides, les poids de mycélium mesurés au l1l& jour et surtout au 302 jour

de culture.

La production périthéciale, qui est effective pour toutes les concentra-
vtions en ions hydrogéne éprouvées, atteint son niveau le plus élevé aux
pH 5,5 et 6. On remargue donc, le léger décalage entre les concentrations op-
timales en ions H*'qui, de 5 a 5,5 stimulent les rendements mycéliens et de
5,5 a 6 favorisent la sexualisation. Ce résultat, quoique de trés faible
amplitude, comparé & ceux obtenus par TINLINE et DICKSON (1958) pour Cochlio-
bolus sativus ou décrits par HAWKER (1966), suggére que le pH optimalvvarie

selon les phases du développement fongique.

De fait, chez le N. galligena, la croissance mycélienne, antérieure 2
la morphogengse sexuée, modifie les pH initiaux quil varient de 4 a 5, de
9 a 7,7, comme en témoignent les mesures au ll& jour. Cet ajustement "biolo-
gigque" autorise, alors la différenciation sexuée qui, sinon, serait inhibée

par des pH initiaux maintenus constants a 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. galligena. 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 (LOCKWQOD, 1937 ; WESTERGAARD, 1947 ; TINLINE et DICKSON, 1958) selon

lesquelleé la formation des pé;ithéces s'accomode d'une plus large gamme de pH

que celle des asques et des ascospores.

En conclusion, les concentrations en ions hydrogéne, comprises entre
5 et 7 et choisies pour favoriser le développement {n vitrno du N. galligena,
conviennent également & de nombreuses espéces fongiques. Toutefois, certains
champignons, en raisPn de leur écologie comme les espéces coprophiles, sont

basophiles et des valeurs de pH plus élevées (de 7 a 9) stimulent alors leur

reproduction (ASINA et al, 1977).
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VIII. -CONCLUSIONS

A l'issue de cette étude des conditions nutritives du développement An

vitno du N. galligena, nous pouvons principalement retenir :

- l'absence de périthéces fertiles sur toutes les cultures incubées a l'cbs-
curité permanente. Ainsi, aucun des environnements trophiques éprcuvé§,aussi;
favorable soit-il, ne supplée au défaut de lumiére, pour induire la sexuali-
sation tandis qu'il favorise la croissance mycélienne ou autorise la
conidiogenése.

— 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 SO4, 5H20)
la nature de certaines sources carbonées ou azotées ou le rapport C:N
(10<C:N<40l,étre des facteurs importants du déterminisme sexué. Ils permetten
d'opposer les conditions nutritives excessives (teneurs carbonée et azotée)
stimulatrices du développement végétatif gamétophytique aux paramétres tro-
phiques favorables & la morphogengse périthé&ciale. Cette derniére, essentiel-
lement sporophytique, exige un équilibre nutritionnel (C : N = 25 par exemple
qui, différant de l'affamement nécessaire aux levures et propre a chaque
espa&ce, provogquera un état mycélien harmonieux aux dépens duquel s'édifient
les structures sexuées.

- les modifications du milieu M23 qui, stimulant les rendements mycéliens et
surtout la production périthéciale, sont :

. un ajustement du pH initial 2 6.

. une augmentation des duantités 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 et 150 mg/l, soit un

équilibre C : N proche de 25.

Pour nous permettre une meilleure comparaison de 1l'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 8tre la solu—.
tion trophique optimale, satisfait néanmoins, trés valablement, aux exigences
nutritives de la fructification parfaite du N. galligena. Enfin, le maintien
des concentrations carbonée et azotée, respectivement 3 2g et 100 mg/L, évite,
sur milieu gélosé notamment, une excessive prolifération mycélienne génante

pour le comptage des ascocarpes et source, & plus haut risque, de pleiomorphisn



"CHAPITRE I 1

CONDITIONS THERMIQUES DE LA REPRODUCTION SEXUEE

DU N. GALLIGENA.

Les avertissements phytosanitaires émis par les stations de la protec-
tion des végétaux préviennent souvent de l'évolution des maladies cryptoga-
miques en fonction des températures saisonni®res enregistrées. De méme, les
publications (LILLY et BARNETT, 1951 ; COCHRANE, 1958 ; HAWKER, 1966 ; '
TURIAN, 1978) démontrent que les orientations végétatives ou reproductrices
du développement fongique, in vitro, dépendent de conditions thermiques
pafticuliéres. L'influence de ces dernidres sur les voies métaboliques peut
procéder d'une étonnante précision ofi, chez le Sordaria macrospora (ESSER,
1980), l'inhibition sexuée de souches sauvage et mutante reldve de tempéra-

tures respectivement égales a 31 °C et 30 °C.

Au laboratoire, le contrdle aisé du paramdtre thermique conduit 3 des
résultats précis et nombreux. L'analyse de ces derniers, proposée ci-dessous,

révéle que les effets thermiques peuvent &tre :

- rapportés a l'écologie du champignon,

- différents selon les étapes de son développement,

- particuliers, pour un méme stade évolutif, aux espices et parfois aux
souches fongiques,

-~ spécifiques des principales phases d'un méme év@nement morphogénétique

comme la reproduction sexuée.
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I. - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LE DEVELOPPEMENT FONGIQUE,
IN VITRO : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

1.- ASPECT ECOLOGIQUE

Les températures d'incubation, in vitro, emplovées rappellent souvent ‘
1'écologie des champignons, a l'exemple de ceux qui, au laboratoire/sexualisen£
a 0 °C comme Thelebolus sp (WICKLOW et MALLOCH, 1971) qui forme des apothécies
sous la neige ou, & 35 °C, comme Leptosphaeria senegalensis (ANDRIEU:atal,1980i
qui parasite 1l'étre humain. Il peut en &tre de méme des organismes phytopatho-
génes tel le cas remarquable du Gnomonia Zeptostyla (FAYRET, 1977) ou les con-
ditions thermiques de sa morphogengse, 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
trés complexes, et oli les fluctuations nutritives, lumineuses, mais aussi ther-
miques, sont difficiles a recréer en laboratoire. Parfois, ces interférences
ont été démontrées, in vitro, ol 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 Sordoria fimicola (HAWKER, 1947), soit gquantitatives chez

Nectria gliocladiofdes (HANLIN, 1961),

- des conditions lumineuses telles que Pyricularia oryzae (KATO et al,1976) forn

des périthéces a 28 °C a l'obscurité et & 20 °C en présence de lumiére.

2.~ CRYOSENSIBILITE DES PRINCIPAUX STADES DU DEVELOPPEMENT

- o ot o i e S i

Au laboratoire, des températures optimales différentes conditionnent la
croissance mycélienne, la conidiogenégse ou la reproduction sexuée d'un cham-
pignon. Le tableau1(Q fait état, au plan bibliographique, des cryosensibilités
de la croissagce mycélienne et de la fructification parfaite de divers

Ascomycétes.
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Tableau 10: Ingluence de La tempéhature sur Les développements végétatif

et sexul de divens Ascomyelies . (BibLiographie)

: 'CROISSANCE: MYCERIENNE REPRODUCTION SEXUEE
CHAMPIGNONS _ e
Température °C Température °C
Min. Max. Moy. Min Max. Moy.
Gnomonia vulgaris : 5°C 30°Cc 17°C 10°Cc 19-25°C 15°¢C
(HENRIKSSON et MORGAN-JONES, 1951)
Gnomonia intermedia : 5°C 35°C 19°C 5°¢C 19°Cc  15-19°C
(HENRIKSSOM et MCRGAM-JOMES, 1951)
Gnomonia leptostyla : 6°C 30°c 22°C 7°C 10°cC 10°C
(FAYRET, 1975 ; MATTEONI et NEELY,1979)
Cochliobolus sativus : 4°C 36°C 28°C 16°C 24°C 20°c
(TINLINE et DICKSON, 1958)
Cochliobolus kusanotl : 12°C 34°C - 20°C 28°C 24°C
(WAKI et al, 1979)
Gelasinospora calospora var.autosteria : 12°C 37°c 30°c 12°c 30°c 16°C 3
(TYLUTKI, 1958) BU
Nectria sp. (HANLIN, 1961) Lte/
N. ipomeae : 6°C 33°¢C - 17°C 24°C 24°C
N. peziza : 6°C 24°c - 17°C 24°C 24°C
v N. gliocladiotdes : 6°C 33°c 28°cC i5°c 28°C 26°C
Leptosphaerulina briosiania : 8°C 32°Cc 20-24°c 16°C 32°c  24-28°C
(MARTINEZ et HANSON, 1963)
Mycosphaerella ligulicola : 3°C 30°c 26°C - 24°C . 21°C
(Mc COY et al, 1972)
Anthracobia sp. : 15°C 37°c - 15°C 30°C 25°C
(ECHTLER et SCHRANTZ, 1975) A
Pyronema domesticum : 5°C 34°c  28°Cc  20°C 25°C -
(MOORE-LANDECKER, 1975, et SHROPSHIRE,
1982)
Gibberella zeae : 15°C 32°C  28°C  15°C 28°C 26°C
(TSCHANZ et a1 ., 1976)
Sporormiella intermedia et S.1isomera : 5°C 35°C 15-25°C 15°C 30°C 20-25°C
(ASINA et al, 1977)
Sporormiella minima 5°C 45°c 15-35°C 15°C 35°C 20-30°C
(ASINA et al, 1977)
Leptosphaeria senegalensis : 15°C 40°c - 20°C 35°C -
(ANDRIEU et al, 1980)
Magnaporthe salvinit : 10°C 30°c 30°C 28°C 24-26°C

(TSUDA et al, 1982) ..

15°C
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La lecture du tableaul0 met en évidence que des intervalles thermiques, |
plus étroits régissent la sexualisation en comparaison de ceux qui favorisent
le développement mycélien. La formation des ascocarpes est surtout limitée par |
1'élévation des températures. De fait, l'action bénéfique du froid sur la
sexualisation fongique est souvent remarquée : Venturia inaequalis (ROSS,

1961 ; ROSS et HAMLIN, 1962), Hypomyces solani f.sp. cucurbitae (BAKER et
WARE, 1962 ; WILSON, 1968 ; WILSON et BAKER, 1969), Leptosphaeria sp
(LACOSTE, 1965), Monilinia sp (TERVI et HARADA, 1967)...

Si, d'une manidre générale, les optima thermiques de la fructification
parfaite sont inférieurs & ceux de la croissance mycélienne, les températures

favorables & la multiplication asexuée peuvent étre :

-

-

- identiques a celles, élevées, qui facilitent la croissance mycélienne :
Mycosphaerella ligulicola (Mc COY et al, 1972), Gibberella zeae
(TSCHANZ et al, 1976).

-~ intermédiaires entre celles importantes du développement végétatif et
basses de la différenciation sexuée : Gnomonia leptostyla (FAYRET, 1975),

- inférieures a celles qui prévalent pour les autres évenements morphologiques.
Ainsi, chez diverses Eurotiales cultivées au laboratoire, des températures
‘proches de 28 °C favorisent la conidiogengse tandis que, supérieures a 40 °C,
elles provoquent la fructification parfaite. Plus précisémenp, la présence
de structures asexuées du Ceratostomella fimbriata (BARNETT et LILLY, 1947),
d'Eurotiwn herbarum (HAWKER, 1957) et du Leptosphaeria eustomoides (HUBERT,
1967) dépend de températures qui, respectivement égales a 18 °C, 20 °C et
10 °Cc, sont plus faibles que celles, respectivement.: 25 °C, 25 °C et 30 °C,

requises pour leur sexualisation.

Ces données définissent donc une évolution de la cryodépendance du cham-
pignon en fonction de son développement dont, semble~t-il, croissance mycélien-

ne et reproduction sexuée optimalessont souvent antagonistes.
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3.- INFLUENCE DE LA TEMPERATURE SUR LA REPRODUCTION SEXUEE_EN

s o s s iy - i . s i e o
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Pour certains Ascomycétes, la différenciation des ascocarpes se réalise
sous des conditions thermiques optimales qui différent selon les espéces d'un
méme genre. Le tableau 10 fait apparaitre de telles distinctions chez trois

espdces du genre (Gnomonia. De méme, on peut observer, au niveau des Leptosphaeria,

que L.acuta (LACOSTE, 1965),L. typhae (VIDAL et al,1975) et L.senegalensis (ANDRIEU

.

et al, 1980) forment des périthéces respectivement & 10 °C, 18 °C et 34 °C.
Illustrent encore ce propos, les résultats obtenus dans les cas du Sporormiella
(ASINA et al, 1977) ou du Nectria (HANLIN, 1961 - DEHORTER et PERRIN, 1983a)...

Ces fluctuations de la température optimale de sexualisatioh attéighent
également les souches d'une méme espéce : Pyricularia oryzae (YAEGASHI et
HEBERT, 1976), Nectria galligenma (18 °C : LACOSTE et DEHORTER, 1973 ; 21 °C :
LORTIE, 1964 ; 25 °C : KRUGER, 1974b).

Nous pouvons supposer que les variations ainsi constatées mettent en

cause dans tous les cas et plus particuliérament :

- au niveau des espéces : une écologie particuliére et des potentialités en-

zymatiques différentes, celles-ci reflétant un patrimoine génétique exXpres-

sément spécifique,

- au niveau des souches : une origine géographique propre a chacune d'elles

et des conditions culturales (nutritives, lumineuses...) distinctes selon

les auteurs.

- o S . T o i " . e i S e e S g S e S B . S O S P B P S S D S o Sk i S o A S e o <

> - o A U . e e S T T

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 morphogengse périthéciale que sont respectivement :

- 1l'initiation, caractérisée par des protopérithé&ces sous forme de stromas

enveloppant l'appareil ascogonial non fécondé,

- la maturation,révélée par la présence 4d'asques pourvus d'ascocarpes.
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Tableau 17 : Influence de La température surn L'initiation et fa maturation |
des ascocanpes chez divers Ascomycetes (BLbLioghraphie)

TEMPERATURE °C

CHAMPIGNONS e e
initiation maturation |
(Protopérithéces) (Périthéces fertiles)
Neurospora crassa _ 30°cC 25°C
(HIRSCH, 1954) ‘
Gelasinospora calospora 16°C 20°c
(TYLUTKI, 1958)
Leptosphaerulina briosiana 16°-32°C 24°C
(MARTINEZ et HANSON, 1963) '
Gnomonia leptosytia 14°-18°C . 7-10°C
(FAYRET, 1967)
Polystigma ochraceum 10°c 5°C
(GHAZANFART et BANIHASHEMI, 1976) ' |
Gibberella zeae 27-31°C opt. 26°C 16-26°C opt.16°C'
(TSCHANZ et al, 1976).
Pleospora herbarum 24-27°C 10°c
(LEACH, 1971)
Leptosphaeria senegalensis 20-35°C 22~-24°C

(ANDRIEU et al, 1980)

LilLg

w Des températures souvent plus élevées, sauf pour Gelasinospora calospora

(TYLUTKI, 1958), multiplient les protopérithéces alors que, plus basses, elles

assurent la fertilité des ascocarpes.

D'une maniére générale, un traitement par le froid qui correspond a la
période naturellement hivernale, accentue, au laboratoire, la maturation des

ascocarpes et améliore leur qualité (dimensions, nombre d'asques).
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Parfois méme, des chocs "froid" peuvent provoquer des changements méta-
-boliques & l'origine d'une fructification parfaite normalement photoinduite.
Ainsi, dans le cas du Pleospora herbarum (LEACH, 1971), la thermo-induction

-

se substitue a la photoinduction périthéciale.

En définitive, des exigences thermiques, de plus en plus restrictives,
concourrent & l'évolution de la différenciation sexuée des Ascomycétes a

l'exemple du Neurospora (TURIAN, 1966 ; TURIAN et VISWANATH-REDDY, 1971).

Ces données bibliographiques ont orienté notre étude de la cryodépendance

du N. galligena ol nous avons distingué 1' effet des températures :

- sur la croissance végétative et la production périthéciale,
~ sur l'initiation et la maturation des ascocarpes,

- sur le déclenchement de la reproduction sexuée a l'obscurité : thermo-~
induction sexuée ?

Tous les essais sont pratiqués sur le milieu synthétique M23 ligquide

et -ou- gélosé.

IT. - INFLUENCE DE TEMPERATURES CONSTANTES SUR LE DEVELOPPEMENT
DU _N. GALLIGENA

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES

Le champignon est incubé aux températures de 10 °C, i4 °c, 18 °¢, 22 °C
et 25 °C qui sont maintenues constantes & + 0°5C pendant toute la durée, 30 a
50 jours, des expériences. Ces dernilres sont effectudes sous lumi2re blanche
(12hL/12h0, 750 uWem™?) ; en outre, & 18 °C, une série culturale supplémentaire

-

se développe a l'obscurité permanente.

2.- RESULTATS

La figure 11 et le tableau 12 représentent les résultats obtenus de
1'évolution pondérale du mycélium (milieu liquide) et de la reproduction

sexuée (cultures liquide et gélosée) sous l'effet des différentes températures

d'incubation.
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Figure 14 : Ingluence des tempénaturnes sur La croissance mycélienne et La
La date d'apparition des Ebauches périthéciales (Eb.) du
N. galligena cultivé swr milieu synthétique M23 Liguide
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Au niveau des cultures éclairées, l'élévation thermique, de 10 °C a
25 °C, réduit fortement la durée de la phase initiale de latence. Cette
accélération de la croissance mycélienne se traduit par des rendements ma-
xima en matiére séche qui sont plus rapidement atteints a 25 °C, deés le
7éme Jjour, gqu'a 10 °C, aprés 23 jours de culture. Cependant, cette évolution
différente ne modifie guére les valeurs pondérales des thalles qui sont trés

semblables aux 5 températures éprouvées.

Pour la série culturale incubée & 18 °C et & l'obscurité continue, cette
derniére, comparativement & la lumidre (12hL/12h0) stimule considérablement
le développement végétatif : vitesse de éroissance, valeur pondérale maximale
et maintien temporel de rendements mycéliens élevés.
Ces résultats traduisent, d'une part, l'interférence des effets diis aux fac-
teurs de l'environnement et d'autre part, l'antagonisme entre le développement
végétatif photoinhibé et la reproduction sexuée photostimulée du N. galligena.
Des relations inverses qui sont notées pour le Gnomonia leptostyla (FAYRET, 1975)

posent le probléme des rapports nécessaires entre croissance mycélienne et

reproduction sexuée.

b) Reproduction sexule (figure 11 _ef tableau 172)

Tableau 12 : Influence de La température sun La production périthiciale du
N. galligena.

REPRODUCTION SEXUEE TEMPERATURE °C

Production périthéciale ¢ 10 °cC 14 °C 18 °C 22 °C 25 °C
Minimum 46 73 95 29 0
Maximum ' 69 81 105 58
Moyenne 57 78 100 49 0

Légende : tous Les essais sont pratiqués sur milieu synthétique M23 gélosé,
en présence de Lumidre blanche (12hL/12h0, 750 pWem-?)

® Nombre de pénithéces fertiles par Zube : voir précédemment poun
Le mode de caleul.
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En présence de lumiére, la production d'ascocarpes fertiles progresse
de 10 °C & 18 °C qui constitue l'optimum thermique au dela duquel, le nombre
de périthéces décroit (22 °C) et devient nul (25 °C). Aux températures les
plus basses éprouvées (10 °C et 14 °C), le déclenchement tardif de la sexuali--§
sation et le ralentissement de la croissance mycélienne sont concomitants.
Ainsi les dates du développement végétatif maximal et d'apparition des pre-
miéres ébauches périthéciales sont constatées, respectivement les 23&me ét
25&me jours & 10 °C, le 15&me jour & 14 °C, les 11& et 12& jours a 18 °c,
les 72 et 112 jours & 22 °C et 25 °C . La période d'initiation sexuée semble
donc souvent coincider avec le moment, ou immédiatement aprés celui-ci, qui

marque le sommet pondéral de la croissance.
D'une mani&ére générale, ces observations laissent supposer que la sexua-

lisation fongique est liée a 1'épuisement du milieu ou dépend d'une période
d'affamement (TURIAN, 1978). A ce stade particulier d'achévement de la crois-
sance des éléments gamétophytiques, les facteurs d'induction sexuée provo-
quent, aux dépens des métabolites du mycélium végétatif, les biosynthéses
nécessaires a l'initiation sexuée sporophytique.

A 22 °C et 25 °C, les nombres, respectivement faible et nul, d'ascocar-
pes fertiles sont sans rapport avec la multitude de protopérithéces stériles
observés, notamment, sur milieu gélosé. Ce fait semble témoigner d'exigences
thermiques différentes propres & l'initiation et 3 la maturation des ascocar-

pves du N. galligena.

Enfin, l'inhibition de la reproduction sexuée du N. galligena, provogquée

par la température constante de 25 °C, confirme que :

- la fructification parfaite, en comparaison des développements végétatif et
asexué nettement stimulés 3 25 °C, est conditionnée par un intervalle

thermigue plus étroit au niveau de ses valeurs supérieures.

~ les réactions sexuées a l'effet thermique sont propres aux espéces, voire
aux souches fongiques. Ainsi, la stérilité sexuée du N. galligena consta-
tée a 25 °C l'oppose a de nombreux Nectria capables de fructifier & ce ni-
veau thermique : N. gliocladioides (HANLIN, 1961), N. haematococca (CURTIS,
1969), N. cosmarioépora (TAYEL et HASTIE, 1975), N. cocecinea (PARKER, 1976).
De méme, elle permet de distinguer les divers clones du N. galligena expé-
rimentés puisque KRUGER (1974b) obtient, & 25 °C, un nombre optimal &'asco-
carpes. Enfin, pouvons-nous rappeler que la premiére souche, étudiée par
nous-mémes (DEHORTER, 1972 - LACOSTE et DEHORTER, 1973) ne fructifiait pas
au dela de 20 °cC. )

- la période estivale est, normalement, peu propice a l'observation de péri-

théces fertiles dans les vergers.
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3.- CCNCLUSION

Cette étude nous fait admettre que la fructification parfaite du
N.galligena dépend, globalement, d'une température constante égale & 18 °C
et de conditions thermiques plus restrictives que celles favorables a la
crxoissance végétative. En outre, elle nous permet de supposer que certaines

phases de la morphogenése sexuée sont de cryosensibilité différente.

I1I. - EFFETS THERMIQUES SUR L’INITIATION ET LA MATURATION
PERITHECIALE DU N. GALLIGENA.

1.- CONDITIONS EXPERIMENTALES

Les cultures du V. galligena sont incubées a 18 °C durant 7, 10, 13, 17,
20 et 23 Jjours aprés l'ensemencement. A la suite de chacun de ces pré-séjours,
elles sont transférées a la température de 25 °C jusqu'a la £in des expériences,

d'une durée de 35 jours.

Tous les essais sont pratiqués en milieu liquide M23, sous un éclaire-

ment de lumiére blanche (12hL/12h0, 750 pWem™ ).

2.- RESULTATS

e o v e s s o

Dans le tableau 13, sont reportés les résultats de cette expérimentation
ol l'évolution de la reproduction sexuée est constatée, aprés 35 jours, par
la présence ou l'absence d'ébauches périthéciales (protopérithéces), de péri-
théces sub-adultes immatures, d'ascocarpes contenant de asques puis des

ascospores.

L'absence de périthéce fertile, i la suite de pré-cultures & 18 °C, d'une
durée de 7 a 17 jours, suppoée, la réversibilité des effets thermiques sur
le métabolisme durant cette période de développement. De fait, inversement,
une incubation initiale du N. galligena, a 25 °C, pendant 7 et 10 jours,
suivie d'un transfert des cultures 3 18 °C ne modifie pas,ou trés pey, la pfo—

duction finale de périth&ces fertiles.

L'évolution des ébauches périthéciales et des péritheces sub-adultes,
immatures, ces derniers induits, uniquement, aprds 17 jours de culture a
18 5C, est bloquée par une incubation sub-séquente a 25 °C. Cet effet né-

faste s'exerce jusqu'a la formation des asques (202 jour) mais n'intervient

. pas sur l'ascosporogenése qui semble cryoindifférente et, de fait, indissocia-

ble de la présence ascale.

B U . Pt -
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Tableau 13 :Influence de La durée d'un pré-séfjour a 18 °C et d'une incubation
ginale a 25 °C sun La nreproduction sexuée du N. galligena.

i 1 DUREE DU PRE-SEJOUR a 18 °C,
REPRODUCTION SEXUEE EN JOURS -

Stades -35& j. 73. 103. 13j. 17j. 203. 233.
Ebauche périthéciale S+ + + + + +
Péritheéce sub-adulte - - - + + +
Périthéce + Asques - - - - + +

scospores - - - - + +

Légende : toutes Les cultures se développent sur miliew synthétique M23 Liqui-
de, en présence de Lumidre blanche (12ZhL/12h0, 750 uWem™?)

. A fa suite des difgerents pre-s&jouns a 18 °C, fLes cultures Aont
trhansgénées a 25 °C jusqu'a La f4in de Z'expen&ence, d'une durée
totale de 35 jours.

2. Les sdignes (+) et (-) Andiquent respectivement La présence ou
L'absence d'ébauches pénithéciales, de pénithices sub-adultes
Ammatunes, de pénithéces matures avec asques et d'ascospones.

3.~ CONCLUSION

Chez le N. galligena, il semble donc que la température de 18 °C con-
trdle le déroulement de la morphogengse sexuée depuis la fécondation jusqu'a
la formation des hyphes & dangeardies ascogénes. Ainsi, la différenciation
initiale des ébauches et, finalement, les divisions nucléaires ocu les chan-
gements cellulaires a l'origine des ascospores paraissent échapper a cette
thermorégulation. Celle-ci s'exerce donc différemment selon les stades de 1la
morphogenése sexuée du N. galligena et rapproche ce dernier champignon des
espéces (tableaul() ou initiation et maturation sexuée dépendent d'optima

thermiques différents.

L'intérét des résultats (tableau 13) réside dans la possibilité de dis-
socier, d'une mani2re aisée par augmentation de la température d'incubation,
divers stades évolutifs de la morphogengse sexuée du N. galligena et donc d'er

préciser le déterminisme.
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IV, - INFLUENCE DES BASSES TEMPERATURES SUR L'INDUCTION SEXUEE DU
N. GALLIGENA : THERMO- INDUCTION PERITHECIALE ?

Pour cette étude, nous avons supposé que, dans la nature, a la suiﬁe
d'une croissance mycélienne favorisée par les températures automnales mais
protégée du rayonnement solaire par les tissus de 1'héte parasité, l'induc-
tion sexuée du N. galligena se réaliserait du fait des périodes froides de

1'hiver.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons effectué, au laboratoire,

les expérimentations suivantes :

- Dans des:conditions d'obscurité permanente, des cultures du N. galligena,
sur milieu M23 liquide ou gélosé, sont incubées & 18 °C pendant 7, 10, 13
ou 17 jours aprés l'ensemencement. A la suite de chacun de ces pré-séjours,

les lots culturaux sont transférés a 4 °C.

. A la fin de l'expérience d'une durée de 35 jours, aucun de ces essais n'abou-

tit 3 la formation de structures sexudes.

. Chez le N. galligena comme pour les Leptosphaeria photosensibles (LACOSTE 1965),

les basses températures (4 °C), malgré un développement mycélien optimal
(pré-séjours a 18 °C), ne suffisent pas pour déclencher la sexualisation,
en l'absence de lumiére. 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. galligena.

Des réactions différentes caractérisent Hypomyces solani, f sp, cucurbitae
(HIX et BAKER, 1964) ou Pleospora herbarum (LEACH, 1971). Ces champignons

-

photosensibles peuvent différencier des protopérithé&ces & 1l'obscurité lorsque
leur traitement par le froid (4 °C-10 °C) survient & la suite de leur incu-

-

bation a 21 °C durart 7 jours.
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V. - CONCLUSIONS

Cette étude de 1'influence thermique sur le développement {n vitho, du |

N. galligena met en évidence :

- les capacités de fructification parfaite du champignon aux températures de
10 °C, 14 °C, 18 °C et 22 °C ol une incubation constante & 18 °C stimule

1l'ensemble du processus sexué, si par ailleurs, l'environnement est favorab

- 1'inhibition de la différenciation sexuée provoquée par des températures
égales ou supérieures a 25 °C alcrs que cette valeur thermique satisfait

normalement la croissance mycélienne et une importante conidiogenése,

- les blocages possibles de l'évolution sexuée par des transfertsa 25 °C
de cultures pré-incubées a 18 °C durant des temps variables. Ainsi peut-
on envisager une thermo-régulation particulidre selon les stades de la
morphogenése sexuée :

. cryo-indifférence relative de la formation des primordiums et
et de l'ascosporogenése,

. cryo-dépendance de la phase sporophytique et des: cellules ;
pro- ascales. !

A ce niveau, des expériences et une étude cytologicue ultérieures devraient

nous permettre de préciser nos résultats.

- l'incapacité des basses températures a remplacer l'effet du photostimulus
sur 1'induction périthéciale,

- la coincidence, & toutes les températures éprouvées, de la différenciatiorn
des premi2res ébauches sexuées avec l'arrét de l'accroissement pondéral

des thalles lorsque ceux~ci sont cultivés en présence de lumi2re.

Finalement, cette seconde partie de.notre étude précise les conditions
trophiques et thermiques de la reproduction sexuée An vitho, du N. galligena
dont certaines exigences sont spécifiques vis a vis de celles suffisantes
au développement végétatif ou asexué. Ainsi, certains éléments minéraux, car-
bonés ou azotés et l'égquilibre carbone-azote du milieu ou, des températures
inférieures a 22 °C, 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 a
l'obscurité constante révéle la stricte photo-dépendance de la fructificatior

parfaite du V. galligena.



1 TROISIEME PARTIE

INFLUENCE DE LA LUMIERE SUR LA REPRODUCTION SEXUEE
DU N.GALLIGENA

‘Toutes nbs expériences démontrent gue, seules, les cultures du
N. galligena, exposées a la lumidre, différencient des ascocarpes fer-
tiles. Aussi avons-nous tenté de définir les exigences lumineuses de
la reproduction sexuée de ce Pyréndmycéte placé dans des conditions

i génétiques, nutritives et thermiques favorables 2 sa sexualisation.
|

Au plan de cette troisiéme partie

- un premier chapitre bibliographique décrit l'effet lumiére chez les
Ascomyceétes et les hypothéses sur la photoreception fongique,
- un - second chapitre est consacré a l'étude expérimentale de la pho-

toinduction des périth&ces du N. galligena.







CHAPITRE I

EFFETS DE LA LUMIERE CHEZ LES ASCOMYCETES :
ETUDE BIBLIOGRAPHIARUE,

Comme pour le N. galligena, la lumi2re influence le développement

de nombreux organismes fongiques et fait partie de cet environnement dont

tous les éléments conditionnent, de facon interdépendante, leur physiologie.

Les multiples aspects de l'éctivité lumineuseAsont soulignés dans
de nombreuses revues bibliographiques dfes principalement & : MARSH et al
(1959), INGOLD (1962), CARLILE (1970), LEACH (1971a), DURAND (1976), TAN
(1978) , KUMAGAI (1980), SENGER (1982)...

Ces effets photoniques, trés diversifiés, sur la croissance, la
pigmentation, le phototropisme, les moOrphogen&ses reprcductrices, la 1li-
bération et la germination des spores... sont mis en évidence dans tous
les groupes fongiques notamment les Ascomyci&tes. Chez ces derniers, les
réactions sexuées a la lumiére nous ont plus particulidrement intéressés.
Ainsi, avons-nous voulu 'analyser l'incidence des rayonnements lumineux

sur la fructification parfaite des Ascomycétes en fonction de :

- la diversité des photoréponses,
- l'influence des paramétres lumineux,

- la nature (hypothéses) du photorécepteur.
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Au préalable, nous pouvons constater que le terme photosporulation amal-
game les effets de la lumigre sur la formation de spores d'origine Sexuée
ou issues de la conidiogenése. Notre étude ne mentionne pas, sans pour au-
tant en ignorer la qualité, les travaux plus nombreux consacrés a l'in-
fluence de la lumiére sur la sporulation conidienne. Celle-ci, de par ses
origine , rdle ou déterminisme, ne peut &tre confondue avec la production

d'ascospores résultant d'un développement sporophytique sexué.

Ainsi, chez le N. galligena, ces deux aspects de la propagation de
l'organisme sont soumis & des contréles génétique , nutritif ou thermigque
tras différents qui peuvent éventuellement interférer avec l'activité lu-
mineuse. De fait, la conidiogengse de ce champignon se révéle photo-

indépendante.

I. - REACTIONS SEXUEES A LA LUMIERE

1.~ DIVERSITE DES_PHOTOREPONSES

En réponse aux irradiations lumineuses, la production finale d'asco-

carpes fertiles traduit des réactions de :

- photoinhibition : la lumigre empéche la formation de périthéces fertiles
du CGnomonia leptostyla (FAYRET, 1974)...

- photoindifférence : les espdces fongiques considérées différencient leurs
ascocarpes en présence -ou non- d'éclairement : Arachniotus albicans (LA-
COSTE et DUJARDIN 1972), Anthracobia sp (ECHTLER et SHRANTZ, 1975), Sporor—
miella sp(ASINA et al, 1977), Sordaria macrospora (ESSER, 1980),...

- photostimulation : la lumidre multiplie le nombre de périthéces fertiles

qui peuvent néanmoins &tre présents a l'obscurité continue : certaines

souches de Leptosphaerulina trifolii (LEACH, 1972), Hypomyces solant
(QURESHI et PAGE, 1972), Cochliobolus kusanoi WAKI et al, 1979),...

- photoinduction : la morphogen2se périthéciale de nombreuses espéces de
Leptosphaeria (LACOSTE, 1965 ; ROQUEBERT-HUBERT et LACOSTE, 1971 ; ANDRIEU
et al, 1980) ou de Nectria (HANLIN, 1961 ; LACOSTE et DEHORTER, 1973 ;
PARKER, 197¢ ; DEHORTER et PERRIN, 1983b) est strictement tributaire de

1'éclairement.
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Pour les Ascomycétes a reproduction sexuée photoinduite, les besoins

lumineux varient :

-'iLs sont nécessaires au déroulement complet du processus de fructification :

Hypomyces solant f. cucurbitae (CURTIS, 1964 ; TOUSSOUN et WEINHOLD, 1967)
ou Leptosphaeria avenaria({ HOGENSON et HOSFORD, 1971).

- ils ne sont requis gue pour certaines ségquences morphogénétiques

+ la lumiére apparait indispensable & la constitution des
ébauches sexuées dont la maturation peut se réaliser a4 l'obscurité :
Diaporthe phaseolarum (TIMNICK et al, 1951), Pleurage setosa (CAL-
LAGHAN, 1962), certaines souches de Leptosphasrulina (LEACH, 1972),
Cochliobolus sativus (TINLINE et DICKSON, 1958) ou de Pyronema domes—
ticus (MOORE-LANDECKER, 1979a). En outre, pour ces deux derniers or-
ganismes, des irradiations, prolongées au dela de la phase‘initiale de
photoinduction des primordiums, gé&nent l'ascosporogen&se,

* chez d'autres champignons, la photodépendance se situe a la
maturation des périthéces tandis gue le début de leur différenciation
s'accomplit & l'obscurité : Leptosphaerulina briosiana (MARTINEZ et
HANSON, 1963 ; LEATH, 1971), Cochliobolus kusanoi (WAKI et al, 1979),

* enfin, la lumiére peut modifier la décharge des ascospores

(BROOK, 1975) ou leur germination (BRAGG, 1981).

[I. - ROLE DES DIFFERENTS PARAMETRES LUMINEUX

Chez les Ascomycétes & 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 parametres rend délicate toute analyse de
leur réle particulier ; il nous semble, néanmoins, que l'activité d'un pho-
tostimulus dépende, en premier lieu, de son absorption par un systéme pho-
torécepteur fonctionnel et donc, respectivement de ses nature (\) et inter-

venticn & un stade biologique précis, ensuite ses durée et intensité modulent
son rendement morphogénétique. Les divers exemples, choisis ci-dessaus re-
flétent 1l'inter-action de ces facteurs et ... l'arbitraire de notre plan

d'étude.
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1.- MOMEN?_D'APPLICATION, DUREE ET INTENSITE DES ECLAIREMENTS

L'activité des irradiations lumineuses sur la sexualisation des

Ascomyc@tes peut varier selon :

Les photoréponses sexuées de certains Ascomycétes dépendent préci-
sément du moment d'application de la lumiére. Celui-ci, fonction d'un état
particulier de la croissance mycélienne, conditionne alors la durée et 1'in-
tensité des éclairements.

Ainsi diverses expériences démontrent l'inutilité de tout éclairement
qui affecterait des thalles dont le développement cultural serait inférieur |
3 : 18 heures pour Sordaria fimicola (SURAPIPITH et LINDENMAYER, 1969), 30 heures
pour Gelasinospora reticulospora (INOUE et FURUYA, 1974a), 36 heures pour Pyro-
nema domesticus (MOORE-~LANDECKER, 1979b), 5 & 6 jours pour Gibberella zeae
(TSCHANZ et al , 1976) 7 a 9 jours pour Nectriaq ditissima (DEHORTER et PERRIN,
1983b) ou encore 20 jours pour Podosordaria leporina (KOEHN, 1971).

Durant ces périodes initiales d'incubation, dont la durée est fonction
de la vitesse et des conditions de croissance des Champignons, les irradiations
lumineuses se réveélent dénuées d'activité stimulatrice et sont méme, parfois,
inhibitricesae la photoinduction ultérieure des ascocarpes. Dans ce cas, pour
les trois premiers organismes cités ci-dessus, l'efficacité biologigue des éclai-
rements est subordonnée & leur application sur des mycéliums uniquement pré-

cultivés & l'obscurité totale ("inductive dark period").

Ainsi, chez Pyronéma domesticus, MOORE-LANDECKER peut provoquer par
des illuminations de diverses durdes : 6, 12 et 36 heures, la photoinduction
de séquences morphogénétiques différentes, respectivementiles apothécies, le
"tissu" ascog&ne puis les asques. Ces résultats sélectifs exigent un maintien
préalable (36 heures) des cultures & l'obscurité.

D'autres expérimentateurs démontrent l'efficacité d'éclairements qui
touchent un mycélium jeune en voie de croissance (STEVENS, 1928:;

CALLAGHAN, 1962 ; LACOSTE, 1965) et, inversement, leur inactivité lorsqu'ils

sont trop tardifs. Des microirradiations rendent compte que seules les hyphes

mycéliennes & contenu protoplasmique dense sont photosensibles (INOUE et

FURUYA, 1978).

Dans leur ensemble, ces résultats nous suggerent que la photoinduction
requiert un développement gamétophytique préalable qui, de par sa constitution,
peut assurer l'absorption lumineuse mais surtout les conséquences métaboliques

de celle-ci qui seront & l'origine de la morphogenése sexuée.
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b) La_dunde et £'intensits des ¢clairements

Souvent, des éclairements, faibles en durée et en intensité mais répétés,

' paraissent biologiquement plus efficaces qu'un bref et unique photostimulus,

hautement énergétique (BINDER et LILLY, 1976) mais susceptible de causer la

saturation du systéme photorécepteur.

Cependant les exigences lumineuses varient selon les organismes dont

les réactions sexuédes, a la lumiére blanche, sont favorisées

- soit par un éclairement continu : Hypomyces solani (CURTIS, 1964), Leptos-—
phaerulina briosiana (LEATH, 1971)

- soit par une nécessaire alternance de périodes illuminées et obscures :
Diaporthe phaseolarum (TIMNICK et al, 1951), Gelasinospora reticulospora
(TYLUTKI, 1958), Leptosphaeria sp (LACOSTE, 1965)

- soit par des intensités trés différentes qui, faibles (10 pWem™?), déclenchent
la fructification parfaite du Nectria ditissima ou qui, plus élevées (150 puWem™2),
induisent celles d'Hypomyces solant (EAKER; 1956) ou d'Ophiobolus graminis
(WESTE, 1970a); Sommairement, nous4pouvoné céhstater gue les éclairements op-—-
timums du processus sexué varient de 80 & 800 uWem™?, au deld de cette der-

niére valeur, des effets répressifs ou inhibiteurs se produisent.

Enfin, les photopériodes et les valeurs des éclairements, nécessaires
a la reproduction sexuée, dépendent étroitement de la nature de la lumidre appli-
quée aux cultures fongiques, comme le démontrent certains résultats décrits dans

le paragraphe suivant.

2.~ QUALITE DE LA LUMIERE

Ce paramétre module l'énergie lumineuse nécessaire a la formation des
structures reproductrices. En outre, il présente un intérét tout particulier

qui fournit les premiéres indications sur la nature du systéme photorécepteur.

® La nature de la lumiére conditionne les durée et intensité des éclai-
rements. Ainsi, 1l'induction périthéciale du Pleospora herbarum (LEACH,I1963)
‘s'dpére en quelques secondes sous un éclairement & la longueur d'onde 238 nm,
mails ne s'accomplit qu'aprés 6 heures sous la radiation 404 nm. Dans ce cas,
comme pour le Nectria haematococca (CURTIS, 1964) ou chez Mycosphaerella liguli-
cola (Mc COY et al, 1972), des doses énergétiéues croissantes peuvent palier
corrélativement la relative inefficacité de certaines radiations sur le proces-
sus sexué. Ainsi, la reproduction parfaite du Pleospora herbarwn (LEACH et
TRiONE, 1966) dépend d'une augmentation des intensités lumineuses de 50 a

500 L.LWcm"'2 si la qualité du rayonnement varie de 230 & 320 nm.
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D'une maniére plus générale, des irradiations plus bréves et moins éner-
gétigues sanctionnent le rendement biologique des faibles longueurs d'onde
ainsi :

- quelques secondes & cing minutes de rayonnement ultra-violet (A< 300 nm)

suffisent 2 la sexualisation du Glomerella cingulata (STEVENS, 1928) ou du
Diaporthe phaseolarum (TIMNICK et al, 1951), {

- douze, 72 et 132 heures de lumiére blanche sont nécessaires a la formation
des périthéces, respectivement, d'Ophiobolus graminis (WESTE, 1970b), du
Nectria haematococca (DIETERT et al, 1983) et de Podosordaria leporina
(KOEHN, 1971).

® La qualité des éclairements, actifs sur la fructification parfaite
des Ascomycites, permet de partager ceux-ci en trois groupes de photosensibi-

lité particuliére soit

- aux longueurs d'onde ultraviolettes lointaines (UV : 200 nm <A<300nm),
et proches (N UV : 300 nm <A<380nm),

- aux radiations proche-ultraviolettes violettes et bleues comprises entre
300 nm et 520 nm,

- aux régions du spectre visible méme supérieures & 560nm.

C'est uniquement, sous l'effet de l'ultra-violet (200nm <A<300nm) que
les qhaﬁpignons Glomerella cingulata (STEVENS, 1928), Diaporthe phaseolarum
(TIMNICK et al, 1951) ou Gibberella zeae (TSCHANZ et HORST, 1976) forment des
ascocarpes fertiles. Plus précisément, la dépendance spectrale de la sexualisa-
tion (fig.15) du Pleospora herbarum (LEACH et TRIONE, 1966), des Leptosphaerulir
briosiana (LEATH, 1971) et L. trifolii (LEACH, 1972) ou d'une souche de Phoma
caricae~papaye (HONDA et ARAGAKI, 1983) confirme gque l'induction ou la ma-
turation sexuée de ces esp2ces exigent des radiations UV inférieures & 380nm,
_cependanﬁ les pics d'activité maximale différent selon les souches.

La conidiogengse .de nombreux champignons Imparfaits, dépend aussi de
cette zone spectrale qui peut affecter, de maniére semblable, les deux formes

de multiplication, asexuée et sexuée,d'un méme organisme.

b) Rénonses sexubes aux radiations proche UV, viofettes et bleues

La production périthéciale reflete l'activité des éclairements mono-
chromatigues dg 300 &2 520nm. Cet intervalle spectral favorise, plus particu-
lidrement, la formation des ascocarpes fertiles de Pleurage setosa (CALLAGHAN,
1962) , d'Ophiobolus graminis (WESTE, 1970b), de Podosordaria leporina (KOEEN ,
1971), de divers Leptosphaeria graminicoles (ROQUEBERT-HUBERT et LACOSTE, 1971) o




Figure 15 : Dépendance spectrale de la sexualisation de divers Ascomycétes.

! PLeospora herbarum
(LEACH et TRIONE, 1966)
|
|
| ©
)
- ‘ > A
Iy nm
‘ Q
L
A ] . P ..
- Leptosphaerulina tALifolil
<Q (LEACH, 1972)
L
o
| v o > A
0 am
Ly
: .
S Phoma caricae-papaye
N (HONDA et ARAGAKI, 1983)
10§
o Ll i a0 > 'A
= 250 ° 300 350 400 nm
F 3
“ Nectria haematococca
bl = (CURTIS , 1972)
£ .
. _
——
— L
[ =] 104
a
0L -
L 4 nm A
Gelasinospona neticulospona
: - ——— (INOUE et FURUYA, 1975)
1 - - - (INOUE et WATANABE, 1984)
. -
L »
(-
(-] n
= Nectrnia ditissdima b
= - (DEHORTER et PERRIN, 1983)
-_—
10F
0 { 1, 1 1 1 1. [ —p ‘A

250 300 350 400 450 3500 550 nm



114

de Pyricularia oryzae (YAEGASHI et HEBERT, 1976) ol les radiations, respecti-
vement, 440nm, 390-450nm, 450nm, 360nm (lumiére de WOOD), 300~-470 nm sont

optimales.

L'influence de ces radiations proche UV, violettes et bleues, sur la
différenciation périthéciale du Nectria haematpcocca (CURTIS, 1972), du Nectria
ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983b) se traduit par une dépendance spectrale
de leur sexualisation trés similaire (fig. 15) notamment au niveau des pics

proches de 370nm, 420nm et 480nm.

Ce type de réponses ("blue light responses”") aux radiations de 300 a
520nm s'observe pour de nombreuses réactions biologiques tant chez les cham-
pignons (DURAND, 1976) que pour d'autres organismes végétaux (The blue light
syndrome, SENGER, 1980).

Cette influence des radiations visibles s'exerce sur la reproduction
sexuée de certains Pyrénomvcétes comme en témoignent les travaux de WINSTEAD
et al (1966), de HOGENSON et HOSFORD (1971) ou de Mc COY et al (1972). Ils rap-
_portent que les radiations bleues (400<A<490nm) mais aussi vertes et rouges
comprises entre 500 et 700nm induisent des périthéces fertiles de Glomerella
magna, Leptosphaer-ia averaria ou Mycosphaerella ligulicola.

Ces derniéres données élargissent considérablement le domaine spectral
efficace sur la sexualisation des Ascomycetes et rendent plus complexes leé hy-
pothéses sur la nature du systéme photorécepteur. )
( ﬁnfin, il nous parait important de souligner que la photoinduction
sexude ne se réalise que si des conditions génétiques, nutritives, thermiques,
gazeuses,... optimales sont simultanément réunies. Dans des cas particuliers, la
. lumidre nécessaire a la sexualisation peut &tre remplacée, par une contribution
d'origine trophique : cas de divers substrats naturels & l'exemple du milieu héte
pour le Leptosphaeria typhae (LACOSTE, 1965), thermique : cryo-induction du
Pleospora herbarum (LEACH, 1971b) ou gazeuse : aération forcée des cultures _

du Pyronema domesticus (MOORE-LANDECKER et SHROPSHIRE, 1982).

III, - LE PROBLEME DE LA PHOTORECEPTION

Les strictes exigences lumineuses de la différenciation sexuée de cer-
tains Ascomycdtes soulévent de nombreux probl2mes ; parmi ceux-ci, la nature
du systéme photorécepteur et les réactions photochimiques initiales demeurent en-

core énigmatiques.
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Les hypothéses sur l'identité du photorécepteur, basées usuellement sur
les spectres d'activité des longueurs d'onde, sont trés'diverses en raison méme
de.l'étendue du domaine spectral, de 200 a 750nm, impligqué dans les réactions
fongiques. Ces suppositions font surtout référence a des composés qui seraient
capables d'absorber spécifiquement des radiations ultraviolettes, bleues ou su-
périeures & 520nm suivant les trois types principaux de photoréponse sexuée
distingués précédemment.

Pour comprendre les diverses réactions des champignons & la lumiére,
les auteurs suggérent l'existence d'un cryptochrome dont l'identité supposéde

varie : "P310", caroténes ou flavines, mycochrome,...

1.- "P310":COMPOSE PHOTORECEPTEUR

- e A - s ot R e e e T e ) 1 o S i S e e o e e

Les spectres d'action des radiations ultra-viclettes de 230 a 380nm
sur la sexualisation d'Ascomycétes ou la conidiogengse d'Adélomyciétes présen-

tent de remarguablessimilitudes, notamment des pics d'activité maximale proches

de 300nm. De ce fait, les auteurs principaux (LEACH, 1965 ; TRIONE et LEACH, 1969)

admettent l'intervention d'un photorécepteur commun qu'ils identifient a un com-
posé mycélien "P310" dont le spectre d'absorption (Amax : 310nm) rappelle les
longueurs d'onde biologiquement actives. La vaste répartition du P310Q et sa
prépondérance dans les mycéliums irradiés fertiles confortent 1'idée de son
éventuelle activité dans les mécanismes de 1'absorption lumineuse. Les nom-
breuses données propres au "P310" ou mycosporine (ARPIN et al, 1977), que nous
détaillerons ultérieurement, semblent démontrer que cette molécule n'exerce pas

un rSle direct dans la réception des ultra-violets.
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Les réponses fongiques ou certaines réactions physiologiques chez les
végétaux supérieurs gqui dépendent des longueurs d'onde proche UV-bleues
(330mm<A<520nm) mettraient en jeu un systéme photo-récepteur de type carot2ne
ou flavine. Celui-ci serait donc & l'origine des photo-réponses dites "bleues”

(TAN, 1978) qui intéressent notamment la reproduction sexuée des Ascomycétes.

Les arguments développés en faveur de la nature caroténoidique ou

flavinique du cryptochrome reposent sur trois types d'expérimentation.
P
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A l'origine, les auteurs se basent sur certaines analogies entre les
spectres d'absorption des caroténes ou des flavines et ceux des réponses biolo-

giques. Ces derniers, limités de 330nm & 520nm, présentent, généralement, deux
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pics majeurs proches de 370nm et 450nm et deux pics secondaires voisins de
430nm et 480nm. Un tel profil spectral suggére, de par son efficacité maximale,
soit dans le proche UV (370nm) bleu {450), scit dans la région bleue (450 nm,
450nm, 480nm), la participation respective des flavines ou des caroténes au

niveau du systéme photorécepteur.

En fait, selon SCHMIDT (1980), les spectres d'absorption de certains
caroténoides €is B caroténe, phytofluéne) ou flavoprotéines, par suite de modi-
fications liées a des réarrangements moléculaires ou associations pigmentaires
in vivo, suggérent que ces deux classes de composés peuvent, séparément, rendre
compte des spectres d'activité physiologique. Ceux-ci ne suffisent donc pas 2

l'identification des molécules photoabsorbantes.

b) Contenu_pigmentaire des zthalles

PR Tw = el e lwSw =S -

Dans ce cas, sont recherchées des :corrélations entre les variations des

concentrations intra-mycéliennes de ces deux "pigments" et les modifications de

la photosensibilité des organismes.

Ces études sont généralement basées sur l'emploi d'inhibiteurs de bio-
synthése des caroténes (telle la diphénylamine) ou des flavines (telle 1'atébrine
ou l'utilisation des souches mutantes "albinos" ou a trés faible contenu pig-

mentaire (PAIETTA et SARGENT, 1981).

Dans ce sens, l'absence de carcténes chez un mutant "albinos" de Pyro-
nema confluens n'empéche pas la sexualisation de cette souche (CARLILE et FRIEND{
1956) . Par contre, l'action de 1'atebrine peut inhiber la formation des péri- |
thaces du Nectria haematococca (TSCHABOLD, 1967). Dans l'ensemble ces résultats

sont cependant trés contradictoires et, souvent mis en doute par :

- la non spécificité des agents inhibiteurs,
- l'existence possible d'une quantité résiduelle de substances photoréceptrices

techniquement indécelable mais théoriquement suffisante pour assurer

l'absorption lumineuse.

La mise en évidence de changements d'absorbance du thalle, aprés son
illuminationpar des éclairements proche UV-bleus, démontre gque les spectres
d'efficacité des radiations incidentes sur les modifications de densité optique

mycélienne et sur les réponses biologiques sont similaires (MUNOZ et BUTLER, 197¢

Ces recherches récentes s'appliquent & divers processus photosensibles

(carotenogenése-rythme de conidiogen&se) chez Neurospora, Phycomyces,... Elles
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ne font pas, actuellement, référence & la photoinduction sexuéeldes‘Ascomycétes
dépendante, cependant, des mémes radiationsque les réactions biologiques analysées.
Les résultats obtenus, dans ces conditions, mettent en évidence le rdle détermi-
nant deés flavines dans la photoréception puis dans la photoréduction des cytochro-
mes b et ¢ qui représente une réaction primaire consécutive a l'absorption lu-

mineuse (SENGER et BRIGGS, 1981).

En conclusion, TAN (1978) et SCHMIDT (1980) résument les arguments fa-
vorables —-ou non- & la nature caroténoidique ou flavinique du photorécepteur et
admettent que celui-ci est, plus probablement, une flavoproteine 1lide au

plasmalemme.

- P_ - -
3.~ MYCOCHROME Py = P

Des radiations lumineuses, de qualité identique & celles étudiées
précédemment (330<A<520nm), entrainent, chez certains champignons, des réactions
4 effets d'inhibition ou d'induction réversible et définies comme photo-
réponses réversibles proche UV-bleues (TAN, 1978). Celles~-ci, qui contrdlent
la conidiogengse de divers Deutéromycétes, invogquent la présence d'un systéme
photorécepteur appelé, par KUMAGAI (1978, 1980) mycochrome PB ("pigment bleu")-~

PNUV {("pigment proche UV").

Ainsi, la formation des conidies d'Alternaria tomato ou d'Helminthos—
porium oryzsae (KUMAGAI, 1982) est réduite par des radiations bleues (385nm,
400nm, 447nm, 480nm). Cette inhibition est levée par des expositions proche UV
(300 2 320 nm) si celles-ci succédent immédiatement & l'éclairement bleu défa-
vorable, cette alternative pouvant se répéter. Les effets de ces deux lumiéres
sont réciprogquement réversibles et la sporulation dépend, finalement, de la qua-
lité du dernier éclairement recu.

Plus précisément, KUMAGAI (1978) démontre que des fractions acellulaires
du mycélium d'Alternaria tomato, soumises successivement & des irradiations bleues
puis proche UV, présentent corrélativement des changements de densité optique.
Ceux-ci, réversibles et spécifiques de la nature du rayonnement incident terminal,
expriment des réactions alternes de photo-oxydo-réduction au niveau de deux
pigments PB'et PNUV qui absorbent, respectivement, les radiations bleues et pro-
che wultra-violettes. Ils constituent le mycochrome qui est mis en jeu dans ce
type de photocontrdle biologique. Aucune expérience ne définit, a ce jour,
l'intervention d'un tel systéme photorécepteur dans le processus sexué des

Ascomycétes.




4.- IDENTITE DU _CRYPTOCHROME : AUTRES HYPOTHESES

Les photoréponses fongiques obtenues sous l'effet d'éclairements
visibles de 400 a 750 nm sugg@rent aux auteurs que l'absorption lumineuse

pourrait é&tre assurée soit :

- par un systéme de pigments énergétiquement associés comprenant vraisembla-
blement des caroténcides seuls ou liés & une flavine et a une porphyrine

(JEREBZOFF et JACQUES, 1969 ; PREVOST-MONNOT, 1974 ; DURAND, 1975)

- par un phytochrome RC-RS (TAN, 1974) lorsque d'une manigre analogue aux Végé-
taux supérieurs, les réactions fongiques dépendent, plus particulidrement, des

radiations rouges claires (RC) et sombres (RS)

En définitive, il est admis que l'exacte identification du (des) photo-
récepteur (s) n'est pas encore effective (PAIETTA et SARGENT, 1983) et que, dans

ce but, les recherches ne se fondent pas sur la photoinducticn sexuéde des Ascomy~

cdtes. Celle-ci révéle, par ailleurs, la diversité des exigences lumineuses selor
les espéces fongiques étudiées, mais diversité encore amplifiée par les con-

ditions culturales et les moyens techniques disponibles. j



CHAPITRE I1

CONDITIONS LUMINEUSES DE LA REPRODUCTION SEXUEE DU - N. GALLIGENA

Nous -avons tenté de préciser la photodépendance de la fructification

parfaite du N. galligena par :

- différents modes d’éclairement en lumigre blanche pour déterminer les be-

soins lumineux minima et optima 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 liguide, a la température

constante de 18 °C.
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I. - INFLUENCE DE LA LUMIERE BLANCHE

Pour cette expérimentation, tous les éclairements sont réalisés en lu-
midre blanche et l'énergie du flux lumineux, sauf pour la derniére manipula-

tion, est toujours égale & 750 uWem™?, au niveau des cultures.

Les résultats obtenus ont fait l'objet d'une publication parue au Cana-

dian Journal of Botany (DEHORTER et LACOSTE, 1980 )

1.- INFLUENCE DE LA DUREE JOURNALIERE D'ECLAIREMENT

o o i - A A o — —— > " T —— > 8. " i} " O T L TP A S T W 400 e -

Durant 30 jours, les cultures du N. galligena sont éclairées quotidien-
nement durant 0,5 ; 1 ; 2 ; 4 ; 6 ; 8 ; 12 ; 16 ; 20 et 24 heures. Paralldle-

ment & ces essais, une série culturale est maintenue & l'obscurité constante.

La production périthéciale qui résulte de ces diverses conditions lu-

mineuses est représentéepar la figure 16.

Figure 16. : Influence de La durée de £'éclairement jowwaliern sur La reproduc-
tion sexuée du N. galligena cultivé & 18 °C swr milieu synthitique
M23 gélosd.
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Ces résultats confirment que le développement du N. galligena & 1l'cbs-
curité permanente entraine sa stérilité sexuelle et donc que sa fructification

parfaite est strictement photodépendante.

L'induction périthéciale'nécessite, globalement, peu de lumigre, au
total, 15 heures d'irradiation, & raison d'une demi-heure par jour, peuvent dé-
clencher la formation d'ascocarpes matures. Le rythme optimal d'éclairement est
représenté par une alternance journalidre de 16 heures de lumidre et de 8 heures
d'obscurité. V

D'autre part, on constate que la lumidre continue n'engendre qu 'une
trés légére diminution de la production périthéciale, sans rapport avec la for-
te régression observée,dans ce cas,chez le Leptosphaeria typhae (VIDAL, 1983)
par exemple. '

Dans la suite de ce travail et pour des raisons matérielles, les cul-
tures sont, le plus souvent, éclairées selon un rythme nycthéméral de 12 heures

et non pas, logiquement, d'aprés le résultat précédent, durant 16 heures par

jour.

Dés l'inoculatidn, les cultures sont placées & l'obscurité permanente
durant : 5,7,8,9,10,11,12,14,16,18,20 ou 22 jours. A l'une de ces périodes, le

champignon est éclairé gquotidiennement jusqu'au terme de 1l'expérimentation

soit 30 a 40 jours. @
La figure 17 illustre les résultats obtenus.

Figure 17. - Influence de £a dutle d'un paé-séjour des culfures & L£'obscurniii.
- eonstante sun La reproduction sexude du M. galligena, incubé & -
18 °C eur milieu synthétique M23 gélosé.
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La figure 17 démontre que le nombre d'ascocarpes demeure important dans
les culturesmaintenues, initialement, 8 jours ou moins a 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

périthéciale par rapport & la réponse sexuée optimale.

3.- INFLUENCE DE LA DUREE D'UN PRE-SEJOUR_ECLAIRE

———— —— ——— . — " i > o -——

Aprés l'ensemencement, les cultures sont soumises a un certain nombre {
(5,6,7,8,9,10,11,12,14,16,18,20 ou 22) de photopériodes journaliéres de 12 heuré
puis elles achévent de se développer & l'obscurité continue.

Aprés 30 jours, les nombres d'ascocarpes fertiles ainsi obtenus éont re-
portés dans la figure 18.

Figure 18. : Influence de La durnde d'un pr

sexude du N. galligena culiiv
M23 gélose
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Les résultats, reportés dans la figure 18, font apparaitre que des
- éclairements trés précoces, sont fort peu efficaces en raison probablement

d'une croissance mycélienne insuffisante.
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L'augmentation, de 14 a 22,du nombre de photopériodes double la quan-
tité d'ascocarpes fertiles qui devient optimale aprés 22 jours d'irradiation.

On rémarque que le cycle sexué complet, d'une durée de 30 jours,
peut s'achever sans appliéation lumineuse directe si celle~ci intervient et dure,
préalablement, de facon satisfaisante.

Compte tenu des résultats présentés dans les figures 17 et 18, il semble
que, chez le V. galligena, la période de développement comprise entre les 7eme

et 22&me jours soit trés propice & l'action d'un photostimulus. L'expérience

suivante a été concue dans le but de vérifier ce point.

Le séjour initial & l'obscurité constante des cultures. est interrompu &
partir du 7&me jour par des éclairements quotidiens de 12 heures. Le nombre de
ces photopériodes varie de 1 & 16 selon les cas. A la fin de la séquence d'irra-

diation, les cultures sont replacées a l'obscurité totale.

La figure 19 exprime les variations de la production périthéciale du
N. galligena exposé & ces conditions.
Figure 19. : Ingluence d'un nombre Limité de photopéniodes (12hL/jour), appliquées

a parntin du 7éme jour, sur La reproduction sexuée du M. galligena
ceultive a 18 °C swr milieu synthétique M23 gélosé.
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Ces résultats (Fig. 19) confirment la photosensibilité du N. galligena
entre les 72me et 222me jours de son développement oU l'accroissement des nom-

bres de photopériodes et d'ascocarpes vont de pair.

La production périthéciale (25 %) obtenue d'un seul éclairement de

12 heures au 72me jour dépasse celle induite (17-21 %) & la suite d'un pré-
séjour & la lumidre de 7 jours (Fig. 18). Cette régression n'est, cependant,
pas comparable aux effets d'inhibition sexuée causés par des éclairements pré-
coces et observés chez Gelasinospora reticulospora (INOUE et FURUYA, 1974b) ou
Pyronema domesticus (MOORE-LANDECKER, 1979b). Chez le N. galligena, cette dimi-
nution du nombre d'ascocarpes fertiles semble résulter d'un état de moindre ré-
ceptivité du thalle conditionné par une vitesse de croissance mycélienne plus

faible 3 la lumidre gu'a l'obscurité permanente (Fig. 14).

Enfin, les trois séries expérimentales (Fig. 17, 18 et 19) corroborent
le fait d'une plus grande efficacité inductrice des irradiations données entre
les 7&2me et 122me jours de développement par rapport a celle, inférieure de

- moitiég, deé photopériodes appliquées du 12&me au 22é&me Jjour.

———— o o o

Durant les 30 jours de leur incubation & l'obscurité permanente, les
cultures ne recgoivent gqu'un seul éclairement de 12 heures. Cette irradiation
unique intervient a 1l'un des journées comprises entre le 6éme et le 13é&me jour

apres l'inoculation.
La figure 20 rend compte des nombres d'ascocarpes fertiles obtenus.

Les résultats (Fig. 20) montrent que le N. galligena manifeste un maxi-
mum de photoréceptivité das le 72me-8&me jour de son développement sur milieu
solide et que 12 heures de lumi2re suffisent alors au déclenchement de la repro-

duction sexuée.

~ 9
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Figure 20. : Influence du moment d'application d'un Eclairement unique de 12 hewres
. sun La neproduction sexuée du N. galligena, cultivéi & 1§ °C sur milieu
M23 gélose.
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LLLE

Ces données traduisent, & nouveau, les faibles exigences lumineuses
du champignon. Par rapport aux 30 heures de lumi2re fournies & raison de
1 heure par jour (fig. 16), un photostimulus unique de 12 heures induit de
trés nombreuses ébauches périthéciales et plus d'ascocarpes. Mais, ces der-
niers montrent, a2 l'examen microscopique,un plus petit nombre d'asques matures

et un col périthécial trés réduit ou absent.

’

CONTROLE DE CES RESULTATS EN MILIEU LIQUIDE

Des expériences identiques, réalisées en culture liquide permettent de
situer aux %&¢me et 102me jours la péricde optimale d'application d'un seul

éclairement dont la durée égale 24 heures.

6.— INFLUENCE DE LA VALEUR DE L'ECLAIREMENT

Différents éclairements égaux a 10, 50, 250, 500, 750, 1000 et

1500 pWem™ ont été expérimentés au niveau de deux séries culturales A et B

soumises a des régimes lumineux distincts.
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la premiére série A est éclairée & raison de 12 heures par jour

pendant | mois. La seconde série B regoit, 7 jours aprés l'ensemencement,

une seule irradiation de 12 heures qui interrompt son développement & 1'obs~

curité. .

Les résultats, obtenus dans ces conditions, sont représentés par la

figure 21.

Figune 21. : Ingluence de La valeur de L'éclairnement sur La reproduction sexuée

du N. galligena, cultivé a 1§ °C swr milieu synthétique M23 gélLosé. |
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Dans la série culturale A, le nombre d'ascocarpes progresse avec 1l'aug-
mentation du niveau énergétique et atteint son maximum & 1500 uWem™?. Toutefois,
on pgut ~noter qu'a 250 puWem™ et,plus encore,a 500 et 750 uWem™?, les taux de
périthéces'induits sont de valeurs trés voisines et semblent représenter un palier

de l'efficacité énergétique.

Dans le cas d'un photostimulus unique, l'intensité optimale d'éclaire-
ment est rapidement atteinte; ainsi de 250 a 1500 puWem~™?, les irradiations in-
duisent des quantités similaires de périthéces. A ce niveau, l‘'augmentation du
flux énergétigque se refléte essentiellement, 3d.l’'observation microscopique, par
un accroissement du nombre d'asgues matures par fructification. La courbe de la
production périthéciale, induite dans ces conditions, suggre un phénoméne de
saturation du systéme photorécepteur par le fait de fortes énergies dispensées

par un éclairement unique.

7 .- DISCUSSION

- - e o o

L'ensemble de cette étude démontre que des éclairements en lumiére
blanche de rythme, de durée et d'intensité fort différents peuvent induire

la reproduction sexuée du N. galligena.

Ainsi une seule irradiation de 12 heures, & 10 uWem—?, aux jours pro-
pices de développement mais aussi une illumination de 750uWcm™? ininterrompue
durant un mois peuvent produire des ascocarpes fe;tiles. La multiplication des :
photopériodes et 1'élévation de l'éclairemeht augmente le nombre - de périthéces et ce!
lui de's asques par ascocarres.Les conditions lumineuses optim'ailes de la morphogeneése |
sexuéedu N. galligena sont définies par des éclairements quotidiens de 12 a 16
heures de lumiére blanche, variant de 750 a 1500 uWcm™? et appliqués entre les
7eéme et 22&me jours de culture a 18 °C sur milieu synthétique M23 ligquide ou

gélosé. De telles exigences lumineuses ne revétent aucun caractére spécifique

et sont comparables a celles de nombreux champignons photodépendants antérieure-

ment cités.

La photoinduction de certains Ascomycétes ne se concrétise qu'a par-
tir d'un certain état ‘du développement gamétophytique dont la réalisation, &
partir du 7%me jour de culture chez le N. galligena, varie selon les espaces
fongiques et les conditions de croissance. Antérieurement & ce stade, les ap-
plications lumineuses se révélent inefficaces (cas du N. galligena) ou parfois

méme inhibitrices de la future réponse photobioclogique.

’ - - - . -
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Chez 1le N. galligena, l'effet inducteur d'un photostimulus unique de
12 heures est trés marqué au 7éme ou au 8éme jour ; aprés le 10éme jour, l'ac-
tion positive de la lumiére diminue considérablement. Pourtant,. si nous compa-
rons une telle activité biologigue avec celle relative & des irrddiations jour-
naligres de 12 heures appliquées entre les 7éme et 22&me Jjours, il est possible

de constater que :

- sur la base du comptage des périthéces fertiles, les résultats sont trés
différents. Ainsi, dans le premier cas, l'induction sexuée devient quasi-
ment nulle au dela du 13&me jour tandis que, dans le second cas, elle se

poursuit Jjusqu'au 22&me jour.

- sur le fait des ébauches périthéciales prdduites, l'effet de ces deux

traitements lumineux parait similaire.

Ces constatations semblent indiquer que, selon les stades de la mor-
phogen&se sexuée, les exigences lumineuses varient. Ainsi, des éclairements
précoces {(7&me au 122me jour) et de faible durée (1 seule photopériode de
12 heures par exemple) paraissent totalement suffire & l'initiation périthé-
ciale, tandis que la multiplication des photopériodes de 12 heures jusqu'au
222me jour de culture serait nécessaire au développement ultérieur des ébauches

sexuées, soit jusqu'a la différenciation des asques.

Pourtant, cette derniére proposition est infirmée .par la présence d'as-
cocarpes fertiles (30 p.100 de la production périthéciale optimale) due aux
irradiations lumineuses décrites ci-dessus qui favorisent l'induction des pro-
topérithéces. Aussi pouvons-nous suggérer que cette photostimulation initiale
entrainerait, alors qu'aucune structure sexuée n'est apparente, des changements
métaboliques & effets immédiats,suffisant totalement & l'élaboration des ini-
tiales des ascocarpes,mais aussi & effets différés. Ces derniers, gquantitati-
vement insuffisants (saturation du systéme photorécepteur, effet de dilution,...
n'engendrent la maturation que pour une fraction des ébauches photoinduites. La
fertilité de l'ensemble de ces derniéres exige alors des éclairements complé-
mentaires d'autant plus importants qu'ils sont appligqués sur un mycélium dont
la photosensibilité (absence d'induction sexuée au delz du 13&me jour) parait
différente (modification du systéme photorécepteur ?, diminution des capacités
de biosynthé&se du champignon?...). Ainsi, l'induction et la maturation des péri-
théces semblent tributaires de réactions photosensibles d'ordre énergétique

différent.
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En «définitive, ce travail précise l'influence de la lumidre blanche
sur la fructification parfaite du N. galligenary notamment les exigences lu-
mineuses minimales de ce phénoméne et le moment optimal d'application du pho-
tostimulus. Ces données représentent la base préalable qui a facilité notre
recherche des longueurs d'onde lumineuse actives sur la différenciation sexuée

de ce Pyrénomycéte.

Y

IT. - INFLUENCE DE LA QUALITE DE LA LUMIERE

En recherchant les radiations lumineuses responsables de 1'induction

sexuée du N. galligena , le présent travail a pour but de :

- caractériser l'effet des longueurs d'onde sur la production périthéciale

par la réalisation d'un spectre d'activité photobiologique.

~ classer le reproduction sexuée de ce Pyrénomyceéte parmi 1'un destrois types
de photoréponse fongique ., définis antérieurement, selon les limites des

domaines spectraux efficaces (ultraviolet, proche UV-bleu, visible).

Cette étude comporte trois séries expérimentales qui sont basées sur

des moyens techniques différents qui assurent progressivement une meilleure
définition des radiations incidentes et donc celle de leurs activités sur la

sexualisation du N. galligena.

Les résultats acquis ont été publiés au Canadian Journal of Botany

(DEHORTER, JACQUES et LACOSTE, 1980a).

1 .- PREMIERE SERIE EXPERIMENTALE

Les cultures sont éclairées par des lumiéres blanche, rouge, verte, bleue
ou proche ultra-viclette émises par des tubes fluorescents ou transmises par des
filtres interférentiels associés, dans ce cas, 2 une source luminéuse différente

(lampe & arc au xénon et chlorure de césium, haute pression, Philips CSx450W).

Outre leurs qualités et leurs valeurs {(de 500 a 1000 uWem™?) différentes,

les éclairements ont &té fournis selon deux rythmes distincts ol

S

- une série culturale A se développe pendant 30 jours a l'obscurité et ne
regoit qu'une seule irradiation de 12 heures au 7éme jour,
= un lot cultural B_est irradié pendant 1 mois & raison de 16 heures par

jour.

Les résultats obtenus, relatifs a la production périthéciale, sont

reportés dans le tableau 14.
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Tableau 14. : Pner{uéélae senie expénimentale : influence de La qualite de La
- Lumidne sur La neproduction sexude du N. galligena cultivé
@ 18 °C sur milieu M23 gelosd. gatiegena, ’

PRODUCTION . PERITHECIALE

ECLAIREMENT¥*
Série culturale A Série culturale B
C . : Intensité

@ Qualité : (uHem™ ) Min. Max. Moy. Min. Max. Moy.
Blanche 500 21 24 23 71 76 73
Rouge - 600<Anm<750 500 . 0 0 0 0 0 0
Verte 490<Anm<600 500 14 16 15 ‘ 43 52 47
Bleue 400<Anm<500 500 23 32 28 88 107 98
Proche UV 300<Anm<400 500 29 32 30 103 116 108
Filtre 14 525<Ainm<528 700 8 16 11 i9 28 25
Filtre 15 542<Anm<548 1000 2 6 4 15 20 17
Filtre 16 557<Anm<561 1000 0 0 0 0 0 0

* La série A est irradiée une seule fois pendant 12 heures au 72me jour de culture ;
La série B est éclairde pendant 30 jours & raison de 16 heures par jour. Les carac-
téristiques desfiltres interférentiels n°® 14,15 et 16 sont données dans le tableau 14.

¥ -

L'absence totale de périthéces fertiles démontre l'inefficacité de la
lumigre rocuge, plus précisément, des longueurs d'onde égales ou supérieures
a 560 nm. Si les radiations bleues et surtout proche UV sont les plus induc-
tricés, les éclairements de couleur verte compris entre 490 nm et 560 nm -

ne sont cependant pas dénués d'activité.

Un large domaine spectral influence donc les réponses sexuées du

N. galligena.
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2.~ DEUXIEME SERIE EXPERIMENTALE

Celle-ci repose sur l'utilisation de filtres interférentiels définis-
sant des intervalles spectraux plus restreints que ceux obtenus des tubes

fluorescents précédemment employés.

L'irradiation est donnée sous forme d'un seul éclairement de 80 uWem™?
qui interrompt, au 7éme jour de croissance, pendant 12 heures, une périocde

de 30 jours d'obscurité.

Le tableau 15 indique les nombres de périthéces fertiles résultant de

ces 16 conditions lumineuses.

, Tableau 15. : Deuxdiime série expérnimentale : ingluence des Longuewws d'onde Lu-
‘ minewse suwr La reproduction sexuée du N. galligena, cultivé a
18 °C sur milieu MZ3 gélosé.

1 ECLAIREMENT*

. PRODUCTION PERITHECIALE
Filtre Domaine spectral A max.
Interférentiel n° (Anm) (nm) Min. Max. Moy .

1 253<Anm<266 259 11 16 12
2 285<Anm<308 294 4 7 5
3 301<Anm<319 307 14 19 17
4 326<Anm<330 328 19 21 20
5 350<Anm<374 360 18 23 19
6 374<Anm<388 380 12 18 15
7 399<Anm<405 403 7 10 9
8 414<\nm<424 418 11 18 15
9 437<Anm<450 443 16 19 17
10 451<\nm<467 460 14 16 15
11 480<Anm<484 482 16 20 19
12 488<Anm<493 490 16 19 17
| 13 500<Anm<507 503 10 15 11
14 523<Anm<528 525 8 10 9
‘ 15 542<Anm<548 545 2 4 2
16 557<Anm<561 560 0 0 ' 0

* La lumiére est fournie aux cultures sous forme d'un seul éclairement (80 chm")lde
12 heures au 7éme jour de développement.

Les résultats du tableau 15 montrent que cing. intervalles spectraux cen-
trés sur les longueurs d'onde 328 nm, 360 nm, 443 nm, 482 nm et 490 nm induisent

le plus grand nombre d'ascocarpes feriiles.
L'activité biologique des radiations proches de 260 nm parait remarquable

en raison de la durée de l'exposition (12 h) & ce rayonnement.

N
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3.- TROISIEME SERIE EXPERIMENTALE

Au moyen du monochromateur, par intervalle de 10 nm, nous avons étudié
1'influence des longueurs d'onde, comprises entre 260 nm et 560 nm, sur la

formation de périthéces fertiles du N. galligena.

Une seule illumination d'une durée de 12 heures est fournie,le 7&me joug/
aux cultures qui se développent un mois a l'obscurité constante. Le flux éner-
gétique s'éleve, dans tous les cas, a 40 uWcm™?, cette valeur représente l'éclai-
rement maximal susceptible d'étre obtenu pour toutes les radiations monochroma-

tiques éprouvées.
La figure 22 traduit les résultats obtenus.
Figure 22. : Thodsdieme sérnie expérimentale : influence de La qualité de £a

Lumiere surn La heproduction sexule du N. galligena, cultivi &
18 °C, sur milieu M23 gélosé.
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La figure 22 fait apparaitre que cing longueurs dfonde : 320 nm, 370 nm,
420 nm, 450 nm et 480 nm provoguent une photoinduction.périthéciale optimale
.tandis que les radiations : 340 nm, 430 nm et 460 nm sont nettement moins

stimulatrices.

Ces données corroborent les résultats précédents oll l'éclairement, de
,valeur double, peut expliquer la plus grande activité inductrice de certaines
longueurs d'onde (260 nm, 520 nm et 540 nm) en comparaison de leur présente

action.

En conclusion, la dépendance spectrale de la sexualisation du Nectria
galligena, limitée de 300 nm & 520 nm et définie par cing pics d'effet maximal
a 320 nm, 370 nm, 420 nm, 450 nm et 480 nm, classe ce champignon parmi les nom-
breux organismes & photosensibilité proche UV-bleue. Cette situation permet donc
d'envisager, pour le N. galligena, toutes les hypothéses déja décrites, sur

1'identité du systéme photorécepteur correspondant & ce type de photoréponse.

4.- DISCUSSION -
La dépendance spectrale de la sexualisation du V. galligena présente,
au plan des longueurs d'onde d'activité maximale (Amax : 320, 370, 420, 450

et 480 nm), beaucoup de similitudes avec celle observée chez :

. Nectria haematococca (CURTIS, 1972), Amax : 360, 420, 440, 460 et 480 nm

. Gelasinospora reticulospora (INOUE et FURUYA, 1975 ; INOUE et WATANABE, 1984),
Amax : 280, 370, 420, 460 et 480 nm

. Nectria ditissima (DEHORTER et PERRIN, 1983b), Amax : 330, 380, 430, 480 et
500 nm

Ainsi, par‘rapport au Nectria haematococca, le profil spectral du
N. galligena se distingue essentiellement par un pic d'activité surnuméraire
a 320 nm. Toutefois, le rdle des longueurs d'onde inférieures a 340 nm, n'ayant
pas été envisagé pour le premier champignon, l'influence de la radiation 320-nm

ne peut étre totalement écartée.

Si les photosensibilités des N. ditissima et N. galligena se ressemblent,
le premier organisme réagit cependant mieux aux plus grandes longueurs d'onde,

notamment dans les régions bleue et verte du spectre lumineux. Dans ce cas, on

peut remarquer l'activité prépondérante de la radiation 500 nm. La différence des

rapports entre les activités des radiations proche UV-bleues-vertes, ainsi ob-
servées chez ces deux espices, suggdre un changement de proportions entre les
pigments, hypothétiques photorécepteurs, absorbant respectivement ces deux

types de lumiére.
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Par ailleurs, notre mode d'expérimentation basé sur un éclairement
constant, égal & 40 pWem™ , pour toutes les radiations lumineuses éprouvées
ne met pas en évidence leur réelle efficacité au plan photonique. Cette der-
nidre, qui serait calculée au niveau des cing pics d'activité maximale déter-
minés selon notre protocole expérimental, démontre alors que, pour un nombre
identique de photons dans les cing cas, la production périthéciale obtenue &
320 nm serait 1,5, 1,8 et 2,1 fois supérieure & celle observée respective-
ment & 370 nm, 480 nm et 420-450 nm. Ces données établissent donc un ordre de
rendement bioclogique des radiations quelque peu différent de celui proposé

(figure 22).

En définitive, l'originalité du spectre d'action du N. galligena réside
g g

dans le fait qu'il démontre une réponse sexuée a double photosensibilité

- soit a l'ultraviolet (A < 370nm) comme Pleospora herbarum (LEACH et TRIONE,
1966) ou Leptosphaerulina trifolii (LEACH, 1972)

- soit également, au proche UV, violet-bleu (370 nm < X < 490Anm) comme

Pleurage setosa (CALLAGHAN, 1962) ou Ophiobolus graminis (WESTE, 1970b).

Contrairement au N. galligena, la photoinduction périthéciale de ces
différents champignons se limite exclusivement a 1l'un ou l'autre de ces deux
domaines lumineux. De ce fait, les diverses hypothéses considérant la nature
chimique des photorécepteurs, selon les photoréactions UV ou proche UV-bleues,f

pourraient &tre confondues chez le N. galligena.

Par ailleurs, lesrésultats obtenus de la photoconidiogenase du Trichoderr
viride (KUMAGAI et ODA, 1969) témoignent d'une possible analogie des réactions
photochimiques ééterminant les processus asexués et sexuésdes champignons. Enfi:
dans les cas d'Alternaria tomato et d'Helminthosporium oryzae (KUMAGAI, 1982),
le profil spectral des photoréponses conidiennes proche UV-bleues ol les radia-
tions proche UV inductrices et bleues inhibitrices seraient absorbées respecti-
vement par deux pigments PNUV et PB (KUMAGAI et al, 1976) rappelle celui établ:
pour la fructification parfaite du N. galligena. Aussi, en dépit de réactions
différentes sous l'effet des radiations bleues, serait-il possible d'envisager
pour le N. galligena, l'existence d'un tel systéme pigmentaire (PNUV'PB) ou my-

cochrome qui régulerait la photoinduction sexuée ?

111, - COMPARAISONS DES SPECTRES D'ACTIVITE SEXUEE ET
D' ABSORPTION DU MYCELIUM

En fonction du spectre de la photoinduction sexuée du N. galligena et
de certaines hypoth2ses sur la nature du photorécepteur (P310, caroténes, fla~
vines,...) que sugg&re une telle photoréponse, nous avons recherché a répondre

de la présence -ou non- de ces composés dans le thalle du champignon.
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Cette étude se borne & reproduire divers spectres d'absorption mycélienne

réalisés directement in vUZv0, ou indirectement, apras extraction des thalles par

divers solvants (eau, acétone,...).

Tous les spectres UV-visible ont pour origine des mycellums recuexllls

[+

partir de cultures qui, agées de 9-10 jours, sont effectudes :

sur milieu synthétique M23 liquide

t

a3 la température de 18 °C ‘
- en présence de lumidre blanche (12hL/12h0 ; 750 uWem™®) ou 2 l'obscurits

permanente.

1.~ SPECTRE D'ABSORPTION IN VIVO

Les thalles issus des cultures éclairées -ou non- offrent des spectres

d'absorption analogues, la figure 23 B représente l'un d'eux.

Les spectres in vivo N. galligena se caractérisent par des absorptions
maximales, pics et épaulements, respectivement, & 370 nm, 420 nm et 520 nm a

560 nm et minimales & 340 nm et 380 nm.

Ces données rendent compte des photoréponses sexuées du V. galligena
obtenues de 360 nm a 420 nm. Au deld de cette dernidre radiation, demeure une
forte absorbance mycélienne qui pourrait aussi - expliquer la formation importante
de périthéces a 450 nm. Par ailleurs, les résultats enregistrés a 320 nm, limite
inférieure de nos mesures, n'excluent pas toute corrélation avec le grand nombre

d'ascocarpes induit par cette radiation.

Enfin un tel profil spectral qui, pour les longueurs d'onde 420 nm et
520 nm & 560 nm simule celui &tabli chez le Neurospora crassa (MUNOZ et al, 1974),

suggére la présence de cytochromes de type b et c.

[l gidirdoslus ooy - Juipenguathgodiindt

Pour cette expérimentation, les échantillons, soumis aux analyses (spectres
et dosages) proviennent d'extractions aqueuses pratiquées sur les mycéliums du

N. galligena

a) _@ectnaé d!absonption

=—=—=—=-=~=—=-—_o-—-

L'absorption des échantillons aqueux, préalablement délipidés par extrac-

tion chloroformique, est mesurée au spectrophotométre de 250 nm 2 570 nm.

Les deux speétres obtenus (figure 23C) des extraits aqueux de mycéliums
récoltés de cultures éclairées -ou non- se ressemblent au niveau de trois pics
d' absorbance maximale a 265 nm, 370 nm et 450 nm. Ils different essentiellement de
par leuxr absorptioh 4 310 nm. Celle-ci, pratiquement nulle pour les échantillons

issus de thalles incubés 3 l'obscurité constante, devient trés importante si le
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Figune 23. : Spectres de La photoinduction sexuée et d'absonption du mycglium
chez Le N. galligena. .
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Légende : Le spectre de La photoinduction sexuée a €X¢ obtenu dans des condi-
tions précédemment déginies (figure 22). .

- Les mycéliums du N. galligena, a £'ornigine des spectres d'absorption
déenites sont obtenus de cultwries rnéalisées a 18 °C sur milleu MZ3
Liquide, en présence de fLumidre blanche (—) ou & L'obscunlité (...
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champignon se développe en présence de lumiére. Dans ce dernier cas, le profil

spectral UV-visible des extraits aqueux se rapproche, par ses pics a 310 nm,

370 nm et 450 nm, de celui concernant la photoinduction sexuée.

A la premiére longueur d'onde, peut-&tre précisément rapporté le composé

"P310" découvert par LEACH (1965) ; aux deux autres, la présence de flavines

(A max : 375 nm et 448 nm). Celles-ci ( riboflavine,} FMN et FAD), souvent citées

comme possibles photorécepteurs, sont effectivement mises en évidence dans les

échantillons aqueux du N. galligena qui sont chromatographiés sur papier selon la

technique de KILGOUR et al (1957).

Le contenu en flavines des hyphes du N. galligena est déterminé selon une

méthode adaptée de YAGI (1962), il est défini en "équivalent (lig) de riboflavine"

par gramme de mycélium sec (ug/g).

L'évolution du contenu flavinique, chez le N. galligena, est suivie du

7éme au 302me jour de son développement : soit & la lumidre (12hL/12h0, 750 puWem™2),

soit & l'obscurité continuelle.

Pour chaque mesure, le mycélium recueilli de 5 boites de Roux compose le

matériel biologique de!l'échantillon.

Les résultats sont reportés dans la figure 24.

Figure 24. : Contenu en flavines totales du mycélium du N. galligena cultivé

a 18 °C sun milieu M23 Liguide.
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Indépendamment des conditions lumineuses, le contenu flavinique mycélien
demeure élevé jusqu'au lléme jour de développement du champignon. Par la suite,
l'éclairement abaisse fortement la concentration en flavines qui, a 1'obscurité,i

demeure pratiquement constante et plus élevée.

|

Dans les deux cas, si l'on adopte l'hypothése du rSle des flavines dans-li
photoréception chez le N. galligena . les proportions importantes de ces composés
du 72me au lléme jour de culture, pourraient expliquer la photosensibilité opti- |

male du champignon durant cette période.

Par ailleurs, le contenu en flavines des hyphes du N. galligena semble
trds supérieur a celui estimé chez le Neurospora crassa par PAIETTA et SARGENT
(1981). Ces auteurs mettent en évidence une étroite corrélation entre la déficien
ce en flavines de certaines souches mutantes du N. crassa et la régressicn de leu
photosensibilité,ils concluent al'intervention de une ou plusieurs flavoprotéineé

dans l'absorption lumineuse.

RECHERCHE. DES CAROTENOIDES

Les spectres d'absorption des extraits éthéro-pétroliques, obtenus apras |
traitement par :un mélangeacétoné-méthanol des mycéliums, sont, malgré des origi-
nes culturales différentes, d'allure similaire et la figure 23D représente l'un
deux. Ce profil spectral se distingue par des sommets d'absorption proches de
280, 295, 320, 340, 400 et 420 nm ol les 2 premiers pics traduisent la présence
de stéroides et oll les 4 suivants nous paraissent,. 2 ce stade de l'analyse et de
nos connaissances, d'interxrprétation difficile gquant a la présence -ou non- de
caroténoldes. Par ailleurs, un tel spectre caractérise tous les extraits de mycé-
liums récupérés du 72me au 132me jour de croissance. Durant cette période, 1l'écla
rement des cultures double la valeur des densités cptiques mesurées a 400 et 420
Au dela de cette phase initiale, l'absorption des échantillons provenant de thall
éclairés ou non, agés de 15 & 30 jours et de périthéces isolés de cultufes gélo-
sées se situe essentiellement dans le proche UV soit & 320 nm et surtout & 340 nm
L'addition de soude (NaOH, N) a ces extraits déplace alors leur absorption maxi-

male & 356 nm tandis que leur chromatographie met en évidence des composés a

fluorescence jaune.

En définitive, 1l'étude spectrophotométrique d'extraits éthéropétroliques
des mycéliums du V. galligena ne nous permet pas de conclure & la présence de
caroténoides chez ¢e Pyrénomycéte. L'existence de ces pigments : B caroténe (A mz
425, 451 et 482 nm) et ester méthylique de la neurosporaxanthine est pourtant

démontrée chez le Nectria cinnabarina (FIASSON et BOUCBEZ, 1970).
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IV, - CONCLUSIONS

Dans des conditions génétiques, nutritives et thermiques favorables a sa
reproduction sexuée qui est strictement photodépendante, le N. galligena forme

des ascocarpes fertiles sous des éclairements trés variés.

Ainsi, quantitativement, douze heures de lumi&re blanche suffisent a pro-
duire des périthéces fertiles qui peuvent, également, se différencier sous un
éclairage continu durant 30 jours.

Un éclairement minimum de 12 heures se réveéle d'une efficacité optimale si son
application se réalise les 7&me et 8&me jours ou les 9&me et 10é&me jours de dé-
veloppement sur milieu synthétiquerespectivement gélosé et liquide. Apparait donc
la nécessité d'un état particulier de croissance mycélienne conditionnant la

photosensibilité du champignon.

Par rapport & l'action de ce photostimulus unique & l'origine de nombreuses
ébauches périthéciales mais d'un faible pourcentage d'ascocarpes fertiles, le nom-
bre maximal de ces derniers, produit par des irradiations journaligdres, de 12 a

16 heures, dispensées du 7&éme au 22&me jour d'incubation, semble indiguer que :

- 1l'initiation sexuée et le développement ultérieur des ébauches périthéciales
jusqu'a la différenciation ascale présentent des besoins lumineux différents.
Aussi, la premidre phase morphogénétique parait &tre la réponse directe a l'ap-
plication lumineuse tandis qué la seconde, développement du sporophyte jusqu'a
la formation des cellules ascogénes, requiert, en fonction d'exigences métabo-
ligues supplémentaires, une énergie lumineuse accrue.

- l'ascosporogenése n'apparait pas directement tributaire de la lumiére.

Ainsi, qualitativement, une trés large gamme de radiations lumineuses,
essentiellement de 300 & 520 nm, peut provoquer la formation des ascocarpes du
N. galligena. Plus précisément, la dépendance spectrale de la sexualisation de
ce dernier (A max : 320, 370, 420, 450 et 480 nm) se confond sauf pour le premier
pic avec celle décrite dans de nombreux cas, fongiques ou non. Ces résultats sug-
gérent aux auteurs l'interxvention trés probable d'une flavoprotéine comme agent

photorécepteur.

Les spectres d'absorption d'extraits mycéliens aqueux et les analyses
complémentaires confirment, chez le N. galligena, l'existence de flavines dont
les proportions élevées, duﬁ?;we au lléme jour de culture, peuvent coincider ;
avec la remarquable efficacité d;un éhotostiﬁﬁius appliqué durant cette période.i
Par contre, nous n'a§ons pu déceler la préSence de caroténoides colorés au ni- !

veau des thalles du champignon ot les spectres d'extraits &théropétroliques
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n'offrent pas un profil caractéristique de ces composés comme chez d'autres orga=

nismes (Neurospora - Vertieilliwn) traités de la méme manidre.

Par ailleurs, le grand nombre de périthéces induit par la radiation 320 n
singularise la photoréponse du N. galligena qui, de ce fait, s'apparente 2 cellesj
de caract2re essentiellement ultraviolet (A < 370 nm) comme & celles de type pro-

1

che UV-bleu (370 nm <A< 520 nm).

Ces résultats rendent plus complexes les interprétations relatives a 1l'iden-
tité du systéme photorécepteur chez le N. galligena. A cet égard, la formation du
"p310" spécifiquement dans les cultures irradiées et potentiellement fertiles

(Figure 20C) fait-elle de ce composé :

~ un élément constitutif du mycochrcme (LEACH, 1965) responsable de la réception
et de l'efficacité de la radiation 320 nm,
- ou un métabolite secondaire dont la biosynthése dépend de la lumiére absorbée

et du photorécepteur (TAN, 1978).

Dans le cas du V. galligena, l'existence du "P310" s'avére étroitement
liée 2 la photoinduction sexuée, c'est pourquoi son étude nous a semblé é&tre
un moyen pour préciser le rSle indispensable de la lumiére sur la sexualisation

de ce Pyrénomycéte.



QUATRIEME  PARTIE

REPRODUCTION SEXUEE ET METABOLISME DU N. GALLIGENA.

De nombreux auteurs recherchent, au niveau du métabolisme, les raisons
de la différenciation fongique et, donc, selon XLEBS (1900), les facteurs "in-

trinséques"” du développement des Champignons.

A ce sﬁjet, les travaux de CANTINO, TURIAN... démontrent l'importance
du métabolisme intermédiaire. Ce dernier est précisément étudié dans les condi-
tions dé la reproduction sexuée du Leptosphaeria typhae (VIALA, 1972), du Gnomo-
nia leptostyla (FAYRET, 1975)... Dans un but semblable, VIDAL (1983), en analy-
sant l'évolution des lipides et des stérols, associe orientation oxydative du

métabolisme et différenciation des ascocarpes du L. typhae.

De méme, chez le N. galligena, la définition trés compléte du déter-
minisme externe de la reproduction sexuée nous améne 3 considérer les événements
biochimiques provoqués par des variations de l'environnement gui contrdle la
fructification parfaite. A ce niveau peut é&tre introduit un facteur nouveau,
puisqu'a la lumiére requise pour l'induction périthéciale, nous pouveons substi-
tuer un composé (P 310 ou mycosporine) biosynthétisé par le Champignon soumis
a des irradiations. Ainsi, outre l'étude des conditions métaboliques de la re-
production sexuée du N. galligena comme nous l'inspirent les travaux déja cités,
nous tenterons de situer l'intervention de la mycosporine au plan biologique et

biochimique et donc de préciser son r8le photomimétique.

D'une maniére générale, diverses publications font déja référence au
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probléme évoqué ci-dessus. Ces résultats se fondent sur des organismes asexués
ou sexués appartenant aux principaux groupes fongiques : les Phycomycétes
(Blastocladiella emersonii, CANTINO, 1961 - Allomyces, TURIAN, 1960 a et b),
les Ascomycdtes (Neurospora, TURIAN, 1960 a et b, 1969, 1970 - Leptosphaeria
typhae, VIALA, 1972 ; VIDAL, 1983 - Gnomonia leptostyla, FAYRET, 1975), les
Basidiomycdtes (Coprinus cinereus, MOORE, 1984). Ces recherches font part

d'un équilibre fonctionnel qui, entre les voies ou cycles métaboliques, con-
duit le champignon du stade végétatif a la reproduction. Les auteurs rappor-
tent l'induction des morphogenéses reproductrices a de concomitants change-
ments internes. Ceux-ci : amplification du cycle tricarboxylique, prédominance
de la voie des pentoses phosphates, augmentation du degré d'insaturation des
lipides, évolution du contenu stéroligue, accélération des échanges respira-
toires, synthéses enzymatiques... rendent compte globalement, de la stimu-
lation des activités oxydatives lors de la différenciation des structures re-

productrices.

Dans leur ensemble, ces démonstrations s'appuient sur la comparaison
des analyses effectuées sur des cultures fongiques fertiles et stériles amenées
3 ces états de fécondité -ou non- par des modifications de l'environnement ex-.
terne (aération, température, lumidre, milieu nutritif, emploi de composés
chimiques..). Ces procédés, qui stimulent les systémes d'oxydation cellulaire,
profitent & la reproduction ; ceux,-qui favorisent un métabolisme de type réduc

teur, maintiennent le champignon en phase végétative gamétophytique.

D'une facon analogue, nous pouvons étudier le déterminisme interne de
la sexualisation du N. galligena en nous basant sur le fait que la production
périthéciale résulte de modalités génétiques et externes distinctes de celles
suffisantes a la croissance mycélienne et a la conidiogenése. Ainsi, certaines
variations trophiques (présence -ou non- de zinc dans le milieu nutritif),
thermiques (incubation & 18 °C ou & 25 °C), lumineuses (éclairement -ou non-
des cultures) qui provoquent l'évolution sporophytique sexué ou la persistance
de l'état gamétophytique végétatif asexué du champignon nous suggérent qu'elles

exercent ,corrélativement & leurs effets morphogénétiques, des changements mé-

taboliques.

Précisément, chez le N. galligena, la mycosporine (P310), isolée des
mycéliums irradiés fertiles mais absente dans les thalles stériles non éclairés
(DEHORTER, 1972), semble &tre un exemple de l'influence d'un facteur externe
(la lumiére), simultanément sur les différenciations morphogénétique (produc-

tion d4'ascocarpes) et biochimique (biosynthése du P310).

La myccsporine constitue-~t-elle un médiateur photochimique, déterminar
interne de la sexualisation du V. galligena ? Afin de répondre a cette gquestior

qui rejoint notre projet initial de recherche, un premier chapitre est consacxe
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a4 l'étude de cette substance : revue bibliographique, Eonditions de biosyn-

thése et réle biologique chez le N. galligena.

D'une mani&re originale, la mycosporine, extraite préalablement d'hy-
phes éclairées puis incorporée au substrat nutritif de cultures maintenues i
l'obscurité, nous permet de définir l'influence métabolique (activités enzyma-
tiques, composition stérolique) du "P310" et, par 1A méme, de saisixr, tris
ponctuellement (partiellement ?), l'effet interne de la lumidre en liaison avec
son efficacité morphogénétique. Le 2&me chapitre tente ensuite de caractériser
certains aspects des métabolismes, intermédiaire et stérolique, du N.galligena
soumis a diverses conditions culturales et, plus particuligrement, & celle

de la mycosporine additionnée au milieu nutritionnel.

Ainsi, cette étude, tras partielle, du déterminisme interne de la

‘reproduction parfaite du N. galligena nous permettra-t-elle de :

~ comparer l'évolution du métabolisme de ce champignon au cours de son dé-
veloppement, soit uniquement gamétophytique, soit sexué a celle des espices
fongiques "modéles"

~ conclure au rdle de la mycosporine dans la photoinduction périthéciale du
N. galligena, en tant que substitut (total ou partiel ?) de la lumi2re et
médiateur photochimique aux activités, biologiques et métaboliques, photo-

mimétiques ?






CHAPITRE I

MYCOSPORINE (P310) ET PHOTOINDUCTION SEXUEE DU N. GALLI/GENA

Chez [les champignons photosensibles, l'action de la lumidre pose deux
questions essentielles au sujet de l'identification du systéme photorécepteur
et de la connaissance des réactions métaboliques consécutives & 1l'absorption
photonique.

Dans ce sens, un composé appelé "P310" (LEACH, 1965) puis mycqsporine
(FAVRE-BONVIN et al, 1976) pourrait constituer un élément de réponse & ces in-

)

terrogations.

A l'origine de l'étude du "P310", chez le N. galligena, se situent
trois constatations :
- les deux premiéres, établies précédemment pour ce champignon,résident res-
pectivement dans la remarquable activité biologigue de la radiation 320 nm
et dans l'absorption a 310 nm caractérisant les extraits aqueux des mycéliums
irradiés, potentiellement fertiles.
- la troisiéme résulte de la grande analogie de ces deux observations avec les
travaux originaux de LEACH (1965). Cet auteur met en évidence, pour diverses
espéces fongiques, uné corrélation entre la photoinduction de leur reproduction
et la biosynthése d'une substance ("P310") qui, responsable de 1l'absorption
maximale & 310 mn des hyphes irradides aux UV, se révéle morphogénétiquement

active.

Ces données assignent au "P310" un réle sinon comme photorécepteur, du

moins, comme intermédiaire biochimique entre 1'absorption lumineuse et la

» . » - - . -
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réponse biologique. En fonction de cette hypothése, il nous semble que la my-
cosporine représente alors une intéressante voie d'étude du photo~-déterminisme
sexuée du N. galligena. Ce chapitre comporte deux ensembles :

- l'un, bibliographique, fait part des recherches consacrées aux mycosporines,
plus particuli2rement, & leurs structures chimiques et & leurs rdles (hypothéses
- l'autre, expérimental, définit, par rapport a la production périthéciale, 1esi

conditions de la présence et de l'activité biologique du P310 chez le N. galligen

A.- MycosPoRINE (P310) : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE

Cette analyse s'inspire des mises au point récentes (ARPIN et al, 1979 ;
ARPIN et BOUILLANT, 1981) qui traduisent l'évolution des connaissances relative
aux présence, localisation, répartition, structure et activité du "P310", depui

sa découverte (LEACH, 1965).

I.- MISE EN EVIDENCE DES MYCOSPORINES. PROBLEME DE LEUR PHOTOINDUCTIBILITE

Initialement la recherche des mécanismes d'action des ultra-violets,
sur la sporogendse photodépendante d'espéces fongiques, aboutit 3 la mise en
évidence du "P310" (LEACH, 1965). Ce compcsé spécifiquement présent dans les
mycéliums irradiés fertiles, asexuellement (Alternaria chrysanthemi, Ascochyta
pisi,...) ou sexuellement (Pleospora herbarum, Pyronema omphalodes) s'impose

2 LEACH comme l'une des clefs du probléme de la photoinduction biologigque.

. . ~
Par la suite, un certain nombre d'auteurs confirment l'enchainement :

absorption lumineuse —» biosynthé&se de P310 —» reproduction. Ainsi, VARGAS

et WILCOXSON (1969), HITE (1973), BROOK (1981) et PITTET (1983a) admettent que -
la nécessaire photoinduction de la conidibgenése, respectivement chez Helmin—
thosporium dictyoides, Botrytis cinerea, Glomerella cingulata, Ascochyta fabae,
s'accompagne de la biosynthése d'un composé intra-mycélien absorbant a 310 nm.
De méme, l'é&tude de la formation des ascocarpes du N, galligena (DEHORTER, 1972)

corrobore ces constatations.

De facon contradictoire, d'autres travaux dissocient la corrélation
précédente : lumiére, P310 et reproduction ol :
- le P310 ne devient qu'un simple photo-produit sans rapport avec la sporula-
tion. Cette conclusion repose sur les résultats de VAN DEN ENDE et CORNELIS
(1970) ou de TAN et EPTON (1974), ainsi, l'éclairement des mycéliums de
Sclerotinia fructicola ou du Botrytis cinerea provoque la formation du

"P310" mais pas celle de structures reproductrices.




- le P310 apparalt, effectivement, associé aux phénoménes de reproduction mais
non a l'exposition lumineuse des cultures. Dans ce cas, 3 l'obscurité constante,
la présence du P310 est concomitante de la production, soit des conidies chez
certaines souches d'dscochyta pisi (LEACH, 1965) ou de Cladospériwn herbarum

et du Botrytis cinerea (ARPIN et BOUILLANT, 1981), soit des périthéces du Lep—
tosphaerulina briosiana (MOYER et LEATH, 1976) ou du Gnomonia leptostyla

(FAYRET et VITO, 1981). Par ailleurs, une évolution paralléle des taux de pro-
ducticn du P310 et des structures, asexuées ou sexuées, est remarquée chez di-
verses espéces fongiques, photoexigentes ou non : A4scochyta pisi (LEACH, 1965),
Botrytis cinerea (TAN et EPTON, 1974 ; ARPIN et al, 1979), Pyromema omphalodes
(LUNEL et al, 1980), Gnomonia leptostyla (FAYRET et VITO, 1981), dscochyta fabae
(PITTET, 1982). '

- le P310 n'est pas décelé dans les mycéliumsg irradiés et fertiles des champi-
gnons photodépendants tels que Ophtobolus graminis (WESTE, 1970 b), Aspergillus
ornatus (STALLINGS, 1970) ou Irichoderma viride (VAN DEN ENDE et CORNELIS, 1970).
De méme, en constatant l'absence d'absorption & 310 mn au niveau des carpophores
mirs de Basidiomycdtes (Coprinus, Russula, Lactarius,...) , ARPIN et al (1979)
remarquéht , cependant, que d'autres substances peuvent masquer la détection

du P310 ou que celui-ci, présent initialement, peut &tre métabolisé au cours

du développement.

Ces différents exemples démontrent la variabilité des relations : lu-
midre, P310 et reproduction. Toutefois, les mycosporines semblent étroitement
associées aux morphogenéses reproductrices. Aussi, quand ces dernidres exigent
une période d'éclairement, la photoinductibilité du P310 apparait nettement treés
semblable & celle des réponses biologiques. Par contre, lorsque  ces dernidres
s'aveérent non tributaires de lallumiére, les mycosporines, présentes & l'ob-
scurité; ne constituent plus, strictement, des photoproduits méme si des irra-

diations avantagent leur production.

II.~ LOCALISATION ET DISTRIBUTICN DES MYCOSPORINES

—— ot s e e T st i i g e o i s s

Chez les champignons, le P310 s'accumule, d'une fagon privilégiée, dans
les structures de reproduction ; c'est d'ailleurs, cette localisation, quasi-
totale, dans les basidiospores de Stersum hirsutwn (ARPIN et al, 1977) qui lui \
a valu la déncmination de mycosporine (FAVRE-BONVIN et al, 1976).
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De fait, les mycosporines sont exclusivement détectées dans :iles
ascostromas de Leptosphaerulina briostana (MOYER et LEATH, 1976), les apo-
thécies de Pyronema omphalodes (LUNEL et al, 1980 ; BERNILLON, 1982), la téte
fertile de Morchella esculenta, les conidies du Botrytis: cinerea et du
Cladosporium herbarum ou les ascospores de Plectania coccinea (ARPIN et
BOUILLANT, 1981) alors que les parties végétatives de ces espéces en sont
quasiment dépourvues. Par contre, FAYRET et VITO, (1981) montrent que la
teneur en P310 des périthdces du Gnomonia leptostyla est toujours inférieure

a4 celle des thalles qui les produisent.

Ainsi se pose le probléme de lieu de formation des mycosporines, soit,
initialement différent, de leur site de stockage, soit au niveau méme de
celui~-ci. Dans ce dernier cas, PITTET (1982) démontre gue la derniére étape
de la synthése de la mycosporine glucosylée d'dscochyta fabae se réalise au
sein de la fraction cytoplasmique soluble des spores, celles-ci concentrant

les deux tiers du P310 total dosé chez ce champignon.

Pour leur part, ARPIN et BOUILLANT (1981) remarquent que certaines
caractéristiques du P310 (hydrophilie, faible poids moléculaire)'pourraient
favoriser sa migration du mycélium végétatif vers les appareils de multipli-
cation. Dans ce sens, HITE (1973) note que l'irradiation ultra-violette dé-
clenche la formation du P310 dans le thalle du Botrytis cinerea avant qu'il
ne sporule et n'accumule, finalement, ce’ composé dans les conidies. Il en
serait de méme, selon FAYRET et VITO (1981),chez le Gnomonia leptostyla ol
l'appauvrissement en P310 des mycéliums, au moment de la différenciation,
serait 40 au passage de cette molécule dans les conidies ou les ascospores.

Mais ces dernigres ne sont-elles pas aussi des lieux de synthése ?

2) Distribution

- ——

D'une maniére plus générale, ARPIN et BOUILLANT (1981) établissent
une liste d'une centaine de champignons (Zygomycétes, Ascomycétes, Basidio-
mycétes, Deutéromycétes) dont l'analyse réveéle une absorption caractéristi-
que & 310 mn.

Plus précisément,chez le genre Nectria, nous avons mis en évidence ca fait
dans les mycéliums éclairés des N. cinnabarina, N. coceinea, N. ditissima,

N. gliocladioides et N. haematococca.
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La distribution des mycosporines ne se limite pas au monde fongique.
Ainsi la présence de tels composés ou substancesapparentéesest remarquée
chez :
- des algues rouges : Porphyra yezoensis (YOSHIDA et SIVALINGAM, 1970) ;
Chondrus yendo? (TSUJINO et al, 1978)
-~ des organismes animaux marins (NAKAMURA et KOBAYASHI, 1982) tels que :

. des Coelentérés : Palythoa tuberculosa et Physalia physalis (ITO

et HIRATA, 1977 ; TAKANO et al, 1978 ; FURUSAKI et al, 1980)
. des Mollusques : Mytilus galloprovencialis (CHIOCCARA et al, 1979)
. des Poissons (oceufs), (CHIOCARRA et al, 1980Q0).

Ainsi, la vaste répartition des mycosporines, qui semble indiquer la
participation de ces molécules a des métabolismes trés variés, accentue la

complexité du probléme de leur signification physiologigque.

III.- STRUCTURE DES MYCOSPORINES

Si TRIONE et LEACH, dés 1966-1969, précisent certains caract2res phy-
sico-chimiquesdu P310 isolé d'dscochyta pisi, la structure chimique de cette
molécule (£ig.28,c) n'est pourtant établie qu'en 1982 (PITTET). Ce fésultat
fait suite a 1'élucidation initiale par FAVRE-BONVIN et al (1976) de la for-
mule du P310 (mycosporine I , £ig.26 b) présent dans les basidiospores de

Stereun hirsutum (ARPIN et al, 1977).

Depuis cette date, le terme nouveau de mycosporine désigne une classe
de petites molécules azotée;, trés hydrophiles, manifestant une absorption
maximale unique dans le proche UV ., Ces composés résultent de la condensa-
tion entre une cyclohexénone et une fraction azotée constituée d'un.acide

aminé ou de l'amino=-alcool correspondant.

Les diverses structures de ces composés . diffarent au niveau des
- substituants du chromophore et par la nature de la partie aminde. Ainsi, une
classification structurale des mycosporines (PITTET, 1982; BERNILLON et al,

1984) peut étre proposée en fonction des variations relatives a :

Cette substance (fig.25) est caractérisée a l'état natif dans des oeufs

de poissons (CHIOCCARA et al, 1980) mais non chez les champignons.
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Figure 25 : Structure de La cyclohexénone

La nature, méthyle ou hydroxyle, du radical substitué sur le C2 du chro- :
mophore permet de différencier les mycosporines sensu strnicto (2-OMe, UVmax :310m
des normycosporines (2-OH, UV max : 320 mn). A l'intérieur de ces deux groupes de

composés, les structures changent en fonction de 1l'acide aminé.

2) La naturne de £'acide aminé

- — . — Y AP " ———

Au niveau des mycosporines, sont mises en évidence quatre fractions aminée
principales, formées ou dérivant de la sérine, de l'acide glutamique, de la glu-

|
tamine et du glycccolle, ce dernier ne faisant pas partie d'une mycosporine d'ori-

gine fongique.

a) Sérine

/\/UEH3 , R: COOH

\\l - ? b, R: CH,OH
Huuzc”\\\/// NH-?H

CH,, OH

Figure 26 : Structure des mycosporines - sérnine et sérinol.

. sérine (fig. 26 a) composé mineur isolé de Stereum hirsutum (ARPIN et al, 1979)
. sérine réduite ou sérinol (fig. 26 b), substance majeure de Sterewn hirsutum et

du Nectria galligena (FAVRE-BONVIN et al, 1976) appelée mycosporine I

PL i



b) acide glutamique
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Figure 27 : Stuuctwrie des mycosporines-acide glutamique et glutamicol.

. .acide glutamique (fig. 27 a) mis en évidence chez Glomerella cingulata
(YOUNG et PATTERSON, 1982) ou Helvella leucomelaneae (BERNILLON et al, 1984)

. acide glutamigque réduit ou glutamicol (fig. 27 b) rencontré chez Gnomonia
leptostyla (FAYRET et al, 1981), Morchella esculenta (BOUILLANT et al, 1981)
ou Trichothecium roseum et Botrytis cinerea (PITTET et al, 1983b)

. @*'autres structures de mycosporine-glutamicol sont décrites, elles représen-
tent probablement des composés artéfactuels (forme cyclique ou glucosylée de

1'acide glutamique réduit) résultant des processus de purification.

c) glutamine

0 i

[l acH a, R: COOH
/3 b, R: CHyOH
Hﬂ\l “ R c, R: GHy0—glucose

J l
HOH,C \ /\ NH— CH — CH, —CH, —GONH,

Figure 28 : Structune des mycospornines-glutamine, glutaminol et glutaminol
glucosylie.
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. glutamine (fig. 28 a) chez Pyronema omphalodes et Glomerella cingulata
(BERNILILON et al, 1984)

. glutamine réduite ou glutaminol {(fig. 28 b) chez Irichothecium roseum ;
Botrytis cinerea ou Gnomonia leptostyla (PITTET et al, 1983Db)

. glutamine réduite et glucosylée (fig. 28 c¢) chez Ascochyta fabae, A. pisti et
Cladosporium herbarum (PITTET et al, 1983b) ou Pyronema omphalodes (BERNILLON,
1982).

d) glycocolle

/”\ _ UtHy

oy

"“"23/\/\Nﬂ-ca

9= COOH

Figwie 19 : Structwie de La mycosporine-glycocolle

Ce P310, isolé de Coelentérés (TAKANO et al, 1978) et d'algues rouges
(TSUJINO et al, 1978), présente une structure ol la cyclohéxénone est liée au
glycocolle (fig. 29). .

Les principaux auteurs confirment pour les mycosporines Aensu sfaicto
les propriétés physico-chimiques déja décrites par TRIONE et LEACE (1969). En
outre, le comportement en chromatographie ligquide haute performance (HPLC) de

| ces substances a pu étre précisément &tabli (BERNILLON, 1982 ; NAKAMURA et al,
1982).

En conclusion, la détermination de la structure des différentes mycos-
porines ne permet pas, dés a présent, de résoudre le probléme de leur origine
métabolique, méme si :

- celle-ci est supposée proche de l'acide shikimique ou de ses dérivés (CHIOCCARI
et al, 1979 ; BERNILLON, 1982 ; NAKAMURA et al, 1982).

~ la présence conjointe de différentes mycosporines chez le Pyronema omphalodes
(BERNILLON et al, 1984) permet aux auteurs de proposer un schéma des relations

biosynthétiques entre ces divers composés.



En fait, si l'identification chimique du P310 représente une importante
étape devant décider, selon LEACH (1965), du rdle de cette substance dans la
reproduction fongique, elle fait apparaitre, aussi, une diversité structurale
des mycosporines qui, & l'exemple de leur vaste répartition, multiplie les

hypoth&ses sur leur biogenegse ou leur signification biologique.

IV.- ROLE DES MYCOSPORINES

Chez les champignons, le rdle physiologique des mycosporines n'est pasclai=~
rement défini-ainsi les résultats expérimentaux, souvent contradictoires, re-

mettent en question la signification biologique génémale de ces composés.

1) P310_: photorécepteur ?

Initialement, LEACH et TRIONE (1965) supposent que le P310 constitue le
systéme photo-récepteur impliqué dans la photosporulation des espéces fongiques
qu'ils étudient. Par la suite, l'existence de ce composé, dans des thalles fer-
tiles, cultivés & l'obscurité, rend improbable cette éventualité.

Dans ce sens, TAN (1978) considére le P310 comme une conséquence secon-
daire de l'absorption lumineuse. Ces expériences (TAN et EPTON, 1974) placent
la biosynthé&se du P310 sous le contrdle du mycochrome proche UV-bleu qui inter-

vient dans les réponses conidiogénes photo-réversibles du Botrytis cinerea.

Cette activité est démontrée pour certains champignons & sporulation
photodépendante ol la mycosporine, incorporée au milieu nutritif, induit, 2a
1'cbscurité totale, des morphogengses reproductrices et se substitue donc 2
la lumigre.

Un tel rdle physiologique est, pour la premidre fois,mis en évidence
par LEACH (1965) , TRIONE et LEACH (1966,1969). Ces auteurs reémplacent les
irradiations UV, normalement indispensables & la différenciation des pycnides
d'dscochyta pisi et des périthéces du Pleospora herbarum, par une addition de
P310 au substrat cultural. Cet effet photomimétique du P310 se confirme chez
Stemphyllium solani (SPROSTON, 1969 ; cité par LEACH et TRIONE, 1969) alors
que TAN et EPTON (1974), en raison de résultats inconstants, ne peuvent con-
Clure a l'efficacité sporogénique de cette substance sur la conidiogenése du
Botrytis cinerea. Quant a eux, FAYRET et VITO (1981) mentionnentqu'une acti-
vité morphogéne de la mycosporine semble intervenir chez le Gnomonia leptostyla

mais que celle-ci doit &tre plus précisément confirmée”
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Enfin RUSMIN et LEONARD (1975-1978) provoquent, éhez une souche haploidei}
normalement stérile, de Schizophyllum commune, la formation de carpophores.
Cette induction repose sur l'incorporation, dans le milieu nutritif, d'une
substance "FIS" ("fruiting inducing substance") qui,extraite de Cladosporium
cladioides, présente une absorption maximale & 310mn. L'activité de la "FIS"
est nécessairement complétée par une irradiation lumineuse ol ces deux para¥
métres, biochimique ' et photonique, n'entrainent, séparément, aucune fructi-
fication du mycélium monocaryotique, Pour leur part, ARPIN et BOUILLANT (1981)
notent que l'absorption & 310 mn des extraits mycéliens de (Cladosporium cla-
diotdes et C. herbarum peut &tre rapportée, chez cette dernire espice, 3 la
mycosporine glutaminol glucosylée. Toutefois, aucune relation n'est établie

entre la "FIS" et la mycosporine.

_ Contrairement aux résultats précédents, ceux obtenus par : VARGAS et
WILCOXON (1969) pour Helminthosporum dictyoides, VAN DEN ENDE et CORNELIS
(1970) pour Sclerotinia fructicola, HITE (1973) pour Botrytis cinerea, MOYER
et LEACH 1976 pour Leptosphaerulina briosiana ow PITTET et al, (1983a) chez Ascochytc
fabae démontrent que le P310, additionné au milieu nutritif, ne restaure pas,

3 l'obscurité, la fertilité photodépendante de ces champignons. Ainsi, pour

ces avteurs, les mycosporines n'apparaissent plus comme des facteurs sporo-

génes photomimétiques. Elles seraient, plutdt, des métabolites secondaires
issus de biosynthéses particulizrement stimulées par la lumiéré, durant les

processus de reproduction.

3) P31C : agent photoprotecteur ?
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La détection des mycosporines chez certains Coelentérés & l'exemple de
Palythoa tuberculosa (ITO et HIRATA, 1977) suggdre aux auteurs que le P310
peut exercer, pour ces organismes, une fonction de protection vis & vis du
rayonnement ultra-violet.

Cette hypoth&se semble vérifiée par les expériences de BROOK (1981) rela-
tives a la photosensibilité des conidies germantes du Glomerella cingulata.
Ainsi, l'auteur démontre : ‘

- d'une part, que l'effet léthal, trés important, des radiations UV {280 nm
< A< 320 nm) sur les conidies différencides & l'obscurité et dépourvues
de mycosporine.devient nul pour les spores qui, formées, & la lumiére, contien-
nent du P310
~ d'autre part, qu'au contact d'une solution de P310, les spores de premier
| type présentent, malgré un rayonnement UV, un taux de survie comparable a

-

celui des conidies a mycosporine native.



Dans ce cas précis.de multiplication asexuée, la mycosporine représente-
rait une forme de protection des conidies vis a vis des rayons W

solaires.

4) P310 : substance de réserve ?

Du fait de leur accumulation privilégiée dans les spores fongiques et
de leur nature physico-chimigue, les mycosporines pourraient, selon FAYRET
et VITO (1981), constituer des substances de réserve, facilement métabolisédes

lors de la germination des conidies ou des ascospores.

Confortant cette possibilité, les résultats préliminaires de TAN et
EPTON (1974) indiguent, effectivement, une diminution de la teneur initiale
en P310 des spores asexuées du Botrytis cinerea au cours de leur germination.
Les études poursuivies dans cette voie, par PITTET (1982), démontrent, sans
ambiguité, que les conidies non dormantes d'dscochyta fabae, de Botrytis cine-
rea et de Irichothecium roseum n'utilisent pas les mycosporines, concentrées

3 leur niveau, durant les premilres phases de leur développement.

5) P310_: composé de désintoxication ?

————— o —

La présence de mycosporines ou de substances apparentées dans les étres
animaux marins (coelentérés, mollusques bivalves, échinodermes,...) ne pose
plus le probléme de la signification physiologique de ces composés en terme

de facteur sporogénique photoproduit ou non.

La vaste distribution des mycosporines dans ce monde animal (NAKAMURA
et KOBAYASHI, 1982) ferait de ces substances les éléments (finaux) d'une chaine
alimentaire aont les modalités/spécifiques dans chaque cas, expligueraient
la variabilité des structures rencontrées. Pour CHIOCCARA et al (1979), la
biogenése des mycosporines, marquée par une réaction de condensation entre
un chromophore cyclohexénique et un acide aminé, serait le signe d'un pro-
cessus de désintoxication. Par celui-ci,les organismes élimineraient les mé-
tabolites étrangers ou devenus indésirables en les rendant moins polaires et

relativement moins actifs.

Une telle signification physiologigue des "P310" est envisagée chez les
champignons par PITTET (1982). Cet auteur rapproche, au plan fonctionnel, les
mycosporines glucosylées (4dscochyta fabae) de certains sucres conjugués : glu-
curonides (animaux) ou B glucosides (végétaux supérieurs) qui représentent des

formes d'élimination trés hydrosolubles d'aglycones toxiques initialement peu



hydrophiles. Par analogie avec les mycosporines fongiques non glucosylées,
un autre mode d’'épuration, surtout animale, procéde de la conjugaison du

"déchet" avec un acide aminé gui est souvent la glutamine, 1'ornithine, la
sérine ou le glycocolle. A l'exception de l'ornithine, ces composés azotés

sont effectivement parties intégrantes des "P310".

Au terme de cette revue bibliographique, il apparait qu'aux résultats
remarquables définissant les structures chimiques des mycosporines ne corres-
pond pas encore, comme le supposait LEACH, la connaissance précise du rxéle

joué par ces substances, notamment au niveau de la photosporulation fongique.

De fait, si diverses expériences font état d'étroites relations entre
le "P310" et la formation des spores, plus précisément lorsque celle-ci est
photodépendante, les nombreuses hypothéses émises sur la signification bio-
logique des mycosporines traduisent 1l'incertitude a ce sujet, plus particu-
liérement, quant & l'activité sporogénique de ces composés. Sur ce point,
les résultats contradictoires confondent :

- ceux qui, déniant toute fonction sporogéne du P310, intéressent davantage

la conidiogengse, soit une différenciation gamétophytigue dépendante de con-
ditions souvent peu restrictives.

- avec ceux qui traitent de la photoinduction périthéciale du Pleospora her-—
barum (LEACH, 1965 ) ou du N. galligena (DEHORTER, 1976). Cette dernidre, évo-
lution sporophytique, procéde spécifiquement de 1l'influence conjuguée et op-
timale de nombreux paramétres génétiques, externes,.... Ainsi le contrdle ri-
goureux de ces facteurs, exigé pour la formation Ln VA{tho des structures sexuée
serait-il plus favorable a l'expression des activités métaboligues et morpho-

génes. du P310 exogéne utilisé comme substitut de la lumidre ?

Compte tenu de ces différentes suggestions, notre travail,s'appuyant
sur des conditions précisément définies de la photoinduction périthéciale du
N. galligena, tentera d'élucider le réle du P310 dans la sexualisation de ce

Pyrénomycéte.
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B.- PRESENCE ET ACTIVITE BIOLOGIQUE DU P310 CHEZ LE N.GALLIGENA

Les principales interrogations, énoncées dans la revue bibliographique
précédente, qui concernent la structure, la localisation, la photoinductibilité
et l'activité biologique des mycosporines constituent le plan de notre étude
des relations entre le P310 et la photoinduction des périthéces du N. galligena.

Certaines de ces questions ont fait l'objet de deux publications parues

au Canadian Journal of Botany (DEEORTER, 1976 ; DEHORTER et BERNILLON, 1983).

I.- MISE EN EVIDENCE, PURIFICATION ET STRUCTURE CHIMIQUE DU P310

Cette étude rappelle les conditions initiales de la mise en évidence du

.P310 chez le N. galligena (DEHORTER, 1972). Elle définit, en outre, les modalités

de purification de ce composé dont la structure a été établie par FAVRE-BONVIN
et al (1976). '

1) Mise en évidence

a) conditions de culture

Deux séries culturales du V. galligena se développent, durant
30 jours, sur milieu synthétique M23 ligquide, a la température constante de
18°C :
- la premiére, qui est placée sous un éclairement de lumidre blanche (12ZhL/12hO,
750 chm-z) produit finalement un grand nombre d'ascocarpes fertiles
- la seconde, incubée de facon permanente & l'obscurité, ne différencie aucune

structure sexuée.

A l'issue de l'expérience, les mycéliums recueillis constituent le maté-
riel végétal soumis aux extractions. Celles-ci, qui reldvent de procédés déja

décrits (page 15), aboutissent a 1l'obtention, pour chaque lot cultural, d'un

extrait aqueux de faible volume ajusté a pH : 5.
b) résultats

Les profils d'absorption des deux solutions aqueuses (pH : 5) sont
établis au spectrophotométre entre 250 et 500 nm. La figure 30 en illustre les
caractéristiques :

Les enregistrements spectrophotométriques permettent de constater l'exis-
tence :
- commune d’'un pic majeur proche de 265 nm dans les thalles des deux lots cultu-~

raux,
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- singulidre d'une absorption maximale & 310 nm au niveau des mycéliums

éclairés et sexuellement fertiles.

265 nm —— OBSCURITE

eees LUMIERE

250 300 350 400 nm

Figure 30 : Spectres d'absorption d'extraits aqueux des mycéliums du N. galligena

Ces résultats corroborent parfaitement ceux, déja cités, de TRIONE et
LEACH et confirment la présence du P310 dans les cultures photoinduites du

N. galiligena.

2) Purification du BP310
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Les étapes de purification, qui conduisent & l'isolement du P310, sont

effectudes sur des solutions aqueuses (pH : 5) provenant d’'hyphes irradiées du

champignon.
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a) Chromatographies

Les extraits aqueux, d'absorption maximale 2 265 nm et 310 nm,
sont purifiés par trois passages sﬁccessifs sur des résines &changeuses
d'ions de type DOWEX.

Le diagramme (figure 31) schématise les résultats essentiels de
ces trois éhromatographies d'une solution aqueuse (pH : 5) obtenue, dans le
cas présent, du traitement de 175 grammes de mycélium lyophilisé et récupéré
apres 30 jours de culture a la lumi2re (12 hL/12h0, 750 u Wcm-z)

o) nésdine DOWEX 1 x &, forme CL™ :

L'élution par l'eau de la colonne entraine une sortie rapide du
P310 non adsorbé et sa séparation quasi totale avec :
- des substances qui, outre des maxima d'absorption a 267,375 et 446 nm, pré-
sentent une forte fluorescence jaune sous UV et un Rf . chromatographique com-
parable & celui de la riboflavine
- des composés, d'absorption maximale (265 nm) dont les premi2res analyses en
CLHP (BERNILLON) révélent la nature nucléosidigue (AMP, ADP, ATP, nucléotides)

et aminée (phénylalanine, tryptophane).

B) nésine DOWEX 50 W, dosme H' :

Cette chromatographie de 1'éluat "P310" précédent achéve d'éliminer
les fractions absorbant a 265 nm. Elle permet de distinguer deux ensembles
d'éluats agueux d'absorption maximale & 310 nm, soit, successivement :

- le P310 A en faible proportion

- le P310 B composé majeur dont nous avons poursuivi la purification ci~dessous.

§) nésine DOWEX 1 x §, fonme HCO,™ :
Le P310 est €lué trés rapidement par l'eau. Dans l'exemple choisi,
sa teneur atteint 330 mg soit environ 0,19% du poids de mycélium lyophilisé
traité. Ce pourcentage se rapproche de ceux, compris entre 0,16 et 0,32%, dé-

finis pour ce méme composé chez Sterewn hirsutum (ARPIN et al, 1977).

. Finalement, un gradient continu : eau/carbonate d'ammonium (CO, (NHy), ,M)

assure les désorptions successives de substances absorbant a 310 nm (P310B et C)
et & 295 nm. Cette derniére pourrait alors correspondre & la cyclohéxénone
(A max : 294 nm) chromophore de la mycosporine tel gu'il a été détecté dans

des oeufs de poisson par CHIOCCARA et al (1980).
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Figure 31 : D_i.a.gnamme_ d' elution chromatographique d'extraits aqueux de
mycéliums photoindults du N. galligena. -
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En résumé, ces résultats chromatographiques indiquent que,chez le
N. galligena, l'absorption 2 310 nm de l'extrait aqueux brut semble résulter
de trois composés "P310" A, B et C ol le second est cansidérablement plus
abondant.

Ces données confirment celles de TRIONE et LEACH (1966) qui séparent,
chez Ascéchyta pisi, trois fractions "P310". De méme, ARPIN et al (1977),
démontrent que l1l'absorption a 310 nm décelée dans les carpophores du Stereum
hirsutum est le fait de la présence :
~ primordiale (96%) de la mycosporine I (mycosporine-sérine réduite) identique
au P310 B isolé du N. galligena (FABRE-BONVIN et al, 1976)
- secondaire de la mycosporine III (mycosporine-sérine) qui pourrait corres-
pondre au P310 A du N. galligena -
- éventuelle d'un troisiéme P310 dérivé de l'alanine réduite (P310 C du X.
galligena ?). -

La coexistence de plusieurs P310 est également décrite chez Pyronema
omphalodes (BERNILLON et al, 1984) ol l'évolution des structures des mycospo-
rines, concomitante du déroulement du processus sexué, tend vers une plus
grande stabilité de ces composés.

Enfin,les éluats présentant une absorption maximale a 295 nm corres-
pondent-ils & la présence, sous forme non conjuguée, de la cyclohéxénone,
dont les trés faibles quantités recueillies n'ont pas permis de vérifier ce

point , ni 1l'éventuelle activité biologique de ce produit chez le N. galligena.

b) Caractérisation physico-chimique du P310 B

Cette étude permet de définir certaines caractéristiques du
P310 B, isolé du N. galligena notamment :
- sa grande solubilité dans les solvants polaires (eau, méthanol, éthanol,...)
et son insolubilité totale dans les solvants organiques (dthexr éthyliqgue, éther
de pétrole, chloroforme, acétone,...)
- sa bonne stabilité en milieu acide (maximum d'absorption déplacé a 305 nm),
mais également & température élevée. Dans ce cas, le P310 résiste & un auto-
clavage a 120°C (30 minutes) '
- ses réactions colorées : négative avec la ninhydrine, jaune-orange avec la
2-4 dinitro-phénylhydrazine, rouge brun avec le chlorure ferrique ou encore

positives avec le nitrate d'argent et la para-nitraniline diazotée.
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- son comportement en chromatographie sur couche mince de cellulose ou de
gel de silice : Rf respectivement égal a 0,90 et 0,58 dans le syst2me solvant
phénol/eau (3 : 1,p/p)

.

- son exclusion des membranes dialysantes (p.m < 1000) ou des gels chromato-

graphiques (Sephadex G10).

Ces divers critéres corroborent, pour l'essentiel, ceux énoncés par

TRIONE etal (1969).

Une dizaine d'années sépare la mise en évidence du P310 (LEACH, 1965)
et la découverte de la structure moléculaire d'un composé de ce type isolé
des carpophores du Stereum hirsutum (FAVRE-BONVIN et al, 1976). Les informa-
tions chimiques et spectrales qui définisent la structure de cette substance
sont résumées par ARPIN et al, (1977). Ces auteurs précisent l'identité en
tous points (spectres UV, IR, SM, RMN et chromatographie) des P310 majeurs
des Stereum Airsutum et N. galligena.

La structure du "P310" B du N. galligena (fig. 32) se rapporte donc &
la méthoxy-2, bis (hydroxyméthyl) méthylamino-3, hydroxy-5, hydroxyméthyl-5,
cyclohexéne-2, one 1 encore désignéescus les termes de mycosporine I cu mycos-

porine-sérine réduite ou mycosporine-sérinol.

BlJ )
Litte

0CH;3

HOH,C CH, o
NH—CH
HO CH,O0H

Figure 37 : Structure du P310 B du N. galligena

Cette substance, C11 H19 NO6, de couleur blanche, de consistance pdteus

a la température ordinaire, présenﬁe'une absorption unique & 310 nm : Z = 27270

et Eiim = 1045 + 5/eau. Elle fait partie des mycosporines (2-OMe) sensu stnicto
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En conclusion, cette étﬁde nous permet de retenir gque :
- l'absorption a 310 nm des mycéliums irradiés du N. galligena résulte de
trois formes de "P310" dont l'une, en proportions majeures, est identifiée
a4 la mycosporine-~sérinol. Pricisément, cette structure du P310, différente
d'autres mycosporines fongiques, a-t-elle ﬁne spécificité fonctionnelle ou
n'est-elle qu'une variable selon le métabolisme du champignon ?
- des teneurs en P310, relativement importantes, sont présentes dans les thalles
du N. galligena. Dans ce sens, la culture du N. galligena sur milieu synthéti-
que liquide nous permet de disposer, en vue d‘'études ultérieures, de quantités
apprécialbles de mycosporine dont, le défaut, avait limité leg travaux de LEACH
- la biosynthése de P310 dans les mycéliums comme la production des périthaces
du N. galligena s'avdre inexistante & l'obscurité, ainsi la photodépendance de
ces deux événements,biochimique et biologiéue, constatée globalement a la lu-
miére blanche, se vérifie~t-elle, d’'une mani&re identique dans les 2 cas, pour

chacun des paramétres lumineux ?

IT.- CONDITIONS LUMINEUSES DE LA FORMATION DE MYCOSPORINE

Afin de répondre de la similitude - ou non~ des exigences lumineuses qui,
chez le N. galligena, conditionnent la biosynthése du P310 et la reproduction
sexuée, cette étude précise les effets des paramétres de l'éclairement (durée,
intensité et qualité) sur la teneur en P310 des thalles et les confronte avec

ceux, déja décrits, sur la production des périthices fertiles.

Ce travail a été réalisé en collaboration avec J. BERNILLON (DEHORTER
et BERNILION, 1983).

——— e o s s e o e

Dans tous les cas, les cultures du V. galligena se développent 2 la tem-—
pérature de 18°C, sur milieu synthétique M23 ligquide. L'arrét des expériences
se situe : soit au 302 jour dans les cas d'irradiation unique, soit 12 heures

aprés le dernier éclairement dans les cas de séquences photopériodiques.

Aprés lyophilisation des mycéliums recueillis ou des filtrats de culture,
des extractions hydro-alcooliques (H, 0-éthanol : 80/20, v/v) sont pratiquées

sur les lyophilisats.




Les teneurs en mycosporine I des extraits filtrés sont déterminées par
CLHP. Elles sont généralement exprimées en mg/g de mycélium lyophilisé ou en

mg/l de milieu ou filtrat de culture.

Les valeurs de la production périthéciale qui apparaissent dans les
tableaux ou figures font référence aux résultats obtenus (troisiéme partie)

dans des conditions culturales similaires.

2= Influgggg_de la durée de l’éElEiE?EEEE

. ——— ——— — o S i i e .

L'effet de ce paramétre lumineux sur la formation du P310 est déterminé
en fonction, soit du nombre de photopériodes, soit d'un photostimulus unique ;

les cultures sont éclairées en lumidre blanche.

a) Influence du nombre de photopériodes(l12 h IL/jour)

Les cultures fongiques sont réparties en deux lots :
- le premier reg¢oit quotidiennement 12 heures de lumigre (12 h L/12 h o’750 UWer

- le second est maintenu constamment & 1l'obscurité.

Les figures 33, A et B, traduisent les résultats obtenus & partir des
mycéliums du ler lot cultural soit :
- A : les rapports entre la production de P310 et les développements mycélien ?
et sexué au niveau d'une unité culturale représéntée par une boite de Roux con-
tenant 100 mL de milieu M23
- B : l'évolution de la teneur en mycosporine I des thalles et des filtrats de

culture.

La figure 33 A fait apparaitre que la production de mycosporine débute
précocement et précadde nettement toute formation de structure reproductrice.
La quantité de P310 progresse régulidrement du 7& au 152 jour, se stabilise
a la différenciation périthéciale, et augmente a nouveau aﬁ cours de la matu-
ration des ascocarpes. Elle chute & la libération des ascospores (27& jour)
mais son niveau demeure élevé au 302 jour de développement.

La figure 33 B démontre, également, que la teneur en P310 s'accroit
quasi-continuellement jusqu'au 272 jour d'incubation, malgré de fortes fluc-
tuations du 152 au 25& jour, ces derni2res pouvant donner, & la courbe de
biosynth&se, une allure sinusoidale propre 2 chague série expérimentale.Durant
cette période de grande variabilité, au plan des dosages de la mycosporine,

se produisent, corrélativement, des échanges oscillants de cette substance
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Figure 33 B : Inffuence du nombre de photopériodes (12hL/jour) sur La teneurn
en mycodporine 1 des mycdliums du N. galligena et des §iltrnats de cultunre.

. &—e mycélium mg/ g

13p O=—=0 filtrat mg/ L
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Légende : Les cultures sont réalisées & 18 °C, sur miliew M23 Ligulde et
sous un éclairement (750 plWem=?) en Lumidre blanche.
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Figure 33 A : Influencedu nombre de photopéniodes (12hL/jour) sur Za
croissance myellienne et fa production de mycosporine 1 des cultures du
N. galligena au cours de Leur développement Aous un éclairement (750 uWem™?)

en Lumidre blanche.

3 - &——@ mycosporine

Moosoch mycélium

<
'...L..

2,5

2.
/ 100 mL de milieu

»
(2

[ ]

®

c

s
8 n
)
¥ o
(L]
S
£

[

de

mycélium

de
(=]
[+ ]

Production

Poids
o

Légende : Les cultures sont néalisées @ 18 °C sur milieu M23 quu,c‘de. Les
moments d'apparition des ébauches pérnithéciales (E), des _peu,theceé (P), des
asques {A) et des ascospores (a) sont indiqués par des Zites de 4LEches (¥).
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entre le champignon et le milieu cultural. La quantité de P310, ainsi libérée
dans le substrat, peut représenter, au 302 jour, 5 3 8% de celle dosée dans
les thalles dont la teneur en P310 correspond 2 environ 1% du poids de ma-
tizre sdche.

Au niveau du second lot cultural, placé a l'obscurité continue, le
taux maximal de mycosporine I des hyphes stériles s'éldve, au 302 jour, a
0,1 mg/g de mycélium lyophilisé, soit une valeur cent fois inférieure a celle
obtenue des cultures irradiées. En outre, l'analyse des filtrats culturaux

n'a pas permis de déceler des quantités dosables de P310.

b) Influence de la durée d'un photo-stimulus unique

Dans ce cas particulier, les cultures du V. galligena sont incu-
bées 12 jours a l'obscurité. Elles regoivent, le 92 jour aprés 1'ensemence-

ment, un seul éclairement (750 chm‘Z) de 1 a 12.heures de lumiére blanche.

La figure 34 rend compte de la teneur en mycosporine des mycéliums

éclairés dans ces conditions.

Figure 34 : Influence de fa durnde d'une sewle photopériode sun La teneur en
mycosporine 1 du mycélium du N. galligena.
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Légende : Les cultures, incubles 17 jours & £'obscunité, recolvent, Le 98 joun,
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Cette expérience démontre que des temps d'irradiation de courte durée
déclenche la biosynthése du P310 qui est, alors, particuliérement stimulée
par un photostimulus de 3 h puis de 8 h.

'3) Influence de la valeur de_ l'éclairement

Lesfmycéliums du N: galligena sont soumis & des éclairements en lumi2re !
blanche de 10, 50, 100 , 250, 500, 750, 1000 et 1500 uWCm-z gui sont dispensés!

sous forme : 1

- soit de 11 a 30 photopériodes journaliéres de 12 heures
- soit d'un seul photostimulus de 24 heures interrompant, au 9& jour, une !

incubation de 30 jours a l'obscurité.

La figure 35 illustre les résultats ainsi obtenus des variations de la
teneur en mycosporine I des mycéliums et de la prcduction périthéciale du
N. galligena en fonction des valeurs et du mode d'éclairement.

L'augmentation énergétique du flux lumineux de 10 a 1000 chm-z accroit
les taux de mycosporine et de périthéces produits. Dans chaque cas, l'éclaire-

ment optimum se situe a 1000 chm- 2

, au dela de cette valeur, apparait une
saturation du processus de biosynthése de la mycosporine.

Les teneurs en mycosporine, relevées apr2s une séquénce initiale de
11 photopériodes (12 hlL/jour) ne démontrent pas de différences significatives |
selon les éclairements et sont, sans rapport, avec les nombres d'ascocarpes
obtenus ultérieurement.

De fait, il semble que la durée des irradiations, bien plus que leur
intensité, s'impose comme le paramétre déterminant les niveaux des productions
du P310 et des structures sexuées. Ainsi, la multiplication des photopériodes
implique qu'un éclairement de 100 ;.J.Wcm_2 produise une quantité de mycosporine
ééuivalente 3 celle induite par un seul photostimulus d'intensité 1500 chm—Z.
De méme, le nombre de péritheces et la teneur en mycosporine sont multipliés
par six lorsque la durée d'un éclairement de 1000 LLWcm_2 varie de 24 heures

3 360 heures.
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Figure 35 : Influence de &'éclairement sur La neproduction sexude et La teneur
en mycosporine 1 (millignamme par gramme de mycélium Lyophilisé) du N. galligena.
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4) ;nfluence de la qualité de la lumiére

Deux séries expérimentales ont permis d'étudier le xrSle de la qualité
de la lumiére en fonction d'éclairements soit multiplids et élevés, soit uni-

que et faible.

a) Premidre série expérimentale

-

Les cultures du N. galligena sont exposées a des radiations
blanches, rouges, vertes, bleues et proche UV émises par des tubes fluorescents
qui autorisent des éclairements de 750 chm—Z. Ces derniers sont appliqués
quotidiennement 12 h pendant 11 et 30 jours, tandis qu'un lot cultural est
maintenu & 1l'obscurité permanente.

Le tableau 16 indique la teneur en mycosporine des mycéliums
et la production périthéciale mesurées dans ces conditions.

Tableau 16 : Ingluence de La qualité de La Lumilre surn La reproduction sexuée et
La teneur en mycosporine 1 du N. galligena

QUALITE DE LA LUMIERE' RYTHME D'IRRADIATION'

Série A: Série B:
11 x 12 h de lumiére 30 x 12 h de lumiére
-2 X
Eclairement® 750uwWem Mycosporine2 (mg/g) Mycosporine2 (mg/g) Péritheces’

Obscurité 0,04 0,1 + 0,05 0
Rouge 600 nm <)< 700 nm 0,04 0,15 + 0,05
Verte 490 nm <)< 600 nm 1,1 +0,1 3,7 +0,2 47
Bleue 400 nm <)< 500 mm 3,7 +0,2 . 12,6 + 0,6 98
Proche UV 300 nm <)< 400 nm 3,9 +0,2 13,7 + 0,2 108
Blanche +0,3 9,2 + 0,9 73

2,9

1: Le champignon recoit des éelairements de 750 u.wm-z emis par deZ tubes §Luo-
rescents. Les cultures sont Lvadides pendant 11 jours (sérle Al ou 30 journs
(4énie B) a nalson de 12 h par jour

z‘:‘f_e domgg,, par CLHP, de fa mycosporine 1 est effectud sur Les myclliums récu
pends Les 172 {sdnie Al et 31¢ jouns (sénie B). La feneur en mycosporine 1 est
exprimée en millighamme parn gramme de mycélium Lyophilisé

3: Le nombre de pénithices représente La quantité moyenne d'ascocarpes fertiles
par tube de culture sun miliew M23 gélosd.
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Les données du tableau 16 démontrent que les taux de nmycosporine:- des
thalles, incubés a l'obscurité permanente ou en lumigre rouge, sont trés fai-
bles et, éventuellement, insuffisants pour assurer la formation des périthéces.
Ainsi, malgré des éclairements importants (durée et intensité), les radiations
rouges demeurent inactives.

Idversement, ces résultaté révalent la grandé efficacité des radiations
bleues et surtout proche ultra-violettes, simultanément, sur les productions de

mycosporine et d'ascocarpes.

b) Deuxidme série expérimentale

A l'aide d'un monochromateur, nous avons déterminé, par intervalle
de 10 nmm, 1l'influence des longueurs d'onde, comprises entre 270 nm et 560 nm,
sur la biosynthese de mycosporine. Dans ce cas, une seule irradiation (40 uWem 2)
de 24 heures interrompt, au 9& jour, le développement du champignon d'une du-
rée de 30 jours, a l'obscurité permanente.'

La figure 36 rend compte de l'influence des radiations monochro-
matigues sur la teneur en mycosporine et sur la formation des ascocarpes du

N. galligena.

Figure 36 : Influence des Longuewrs d'onde Lumineuse’, sur La tenewr en mycospo- .
nine 1 et La reproduction sexule du N. galligena.
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Cette étude prouve l'inteyvention prépondérante des radiations :
320 nm, 370 nm, 420 nm, 450 nm et 500 nm sur la biosynthése de mycosporine
qui est donc, particuligrement, stimulée par certaines longueurs d'onde pro-
che ultra-violettes ou bleues. Elle confirme la quasi-inactivité des radia-

tions supérieures & 5€0 nm.

Ces résultats, trds homogenes pour les deux séries expérimentales,
démontrent une grande analogie des photoréponses biologique (reproduction
sexuée) et métabolique (teneur en P310) aux irradiations 320 nm, 370 nm,

420 nm et 450 nm. Ainsi, les spectres d‘'activité lumineuse €tablis pour ces
deux phénoménes sont-ils trés comparables, mis a part le décalage entre les
effets optima des radiations 480 nm et 500 nm sur les productions, respecti-

vement, des périthedces et de mycosporine.
Discussion

Dans les mycéliums éclairés du N. galligena, la présence du P310,
antérieurement & toute morphogenése périthéciale, corrobore nos résultats
‘précédents (DEHORTER, 1972, 1976) ou ceux obtenus par FAYRET et VITO (1981)
chez le Gnomonia leptostyla. Cette réponse contraste avec les observations
faites sur Botryt¢is cinerea (TAN et EPTON, 1974) ou Ascéchyta fabae (PITTET,

1982) o la formation, moins précoce, du P310 coincide avec le début de la

conidiogenése.

Chez le N. galligena, les taux de mycosporine progressent bien au
déla du 12& jour de culture et donc de la période optimale de croissance my-
célienne. Ils atteignent finalement 1% du poids de mycélium sec. Cette valeur
est pratiquement double de celle dosée chez 'le G. leptostyla ou, inversement,
la formation maximale de P310 est, trés antérieure, & l'obtention du poids
optimal de matiére végétale séche. Le décalage entre les moments des produc-
tions maximales de mycéliuﬁ et de mycosporine, relevé chez le N. galligena
comme pour Ascochyta fabae (PITTET, 1982), suggére, a cet auteur, que les
mycosporines représentent des métabolites secondaires. Dans le méme sens, TAN
(1978) considére le P310 comme une conséquence secondaire de l'absorption
lumineuse par le fait que sa synth&se ne succgde pas immédiatement au photo-
stimulus et nécessite un minimum de 4 heures d'irradiation chez le Botrytis

einereaq.
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Les fluctuations trés nettes de la teneur en mycosporine I du N. galli-
gena, entre les 152 et 25& jours, supposent, soit le relargage de ces molécules
dans le milieu de culture, soit leur métabolisation durant cette période. Celle~
ci, cruciale au plan morphogénétique, correspond en effet, a l'achévement de la

différenciation du sporophyte & dicaryons et a la formation puis a l'évolution

des cellules ascogénes (méiose, asques, ascospores).

Par ailleurs, cette étude démontre gque des conditions lumineuses trés
semblables sont requises pour les producticns de P310 et d’ascocarpes du N.
galligena. Ainsi, ces deux phémnomenes peuvent &tre initiés par des é¢lairements
uniques de courte durée (12 h) et de faible énergie (10 pWem ?) ou atteindre
des valeurs optimales sous des régimes lumineux identiques. Le spectre de l'ac~
tivité des radiations lumineuses sur la biosynthése de P310 présente 5 pics
d'efficacité maximale & 320 nm, 370 nm, 420 nm, 450 nm et 500 nm qui, pour les

quatre premiers, correspondent aussi & une photoinduction sexuée importante.

Ces résultats indiquent que, dans un environnement cultural propice &
la sexualisation, le nombre de périthéces est, directement, corrélé a la te-

neur en mycosporine I comme le démontre la figure 37.

Figute 37 : Relation Linéaine entre Le nombre de périthéces et Le Laux de

mycosporine 1 (milligramme. par gramme de mycélium Lyophilisé) photoproduits
chez Le N. galligena {n = 0,8). ‘

t
28
®
HLE
°
w 20k
“w °
o
o (X}
=
- : A
& 15p o @ .
ATV
% [ .
w L oo @
-]
10) ’ .
)
=
-]
= ®
o
= 5}
°
°
o L. 4 1 1 L 1 1 i L i 1 L

o o1 02 03 04 05 06 07 08 08 1

TENEUR EN  MYCOSPORINET mg/y DE mycitium

Légende : Le champignon est éclairé dans Les mémes conditions que celles
et -

es a La figurne 36.




174

Cette proportionalité entre les taux de P310 et de sporulation se vérifie pour |

Botrytis cinerea (ARPIN et al, 1979) et Ascochyta fabae (PITTET et al, 1983a)

Enfin, les analyses par CLHP permettent, contrairement aux méthodes
précédemment employées, de déceler des doses trés minimes de P310 dans les
mycéliums, sexuellement stériles, éclairxrés en lumigre rouge ou incubés &
1'obscurité permanente. Ce fait démontre l'existence de poientialités géné-
tiques qui ne peuvent réellement s'exprimer qu'en présence de lumidre (A<S60nm)‘
effectivement absorbée par le photorécepteur. Celui-ci,particulidrement sen-
sible aux radiations 320, 370, 420, 450 et 480-500 nm,serait & l'origine des
réactions photochimiques communes au métabolisme sexué et & la formation de
mycosporine; cette derniére n'étant pas, uniquement, biosynthétisée sous l'ef-

fet des longueurs d'onde proches de 310 nm comme le supposait LEACH (1965).

En définitive, la similitude des critéres lumineux qui régissent les
photoinductions des périthéces et de mycosporine ou la cdrrélation entre les
taux de sexualisation et du P310 mycélien semblent signifier que la lumiére
contr8le ou déclenche des voies métaboliques qui seraient, totalement ou par-

tiellement, communes a ces deux événements.

De fait, la précocité de la formation du P310, antérieure 3 toute mor-
phogen&ése périthéciale, suggére gue,initialement, la photorégulation du mé-
tabolisme sexué s'exercerait par l'intermédiaire du P310 ou comprendrait la
synthése de celui-ci. Dans ce sens, s'impose l'étude des conséquences morpho-
génétiques de la substitution de l'énergie photonique par un apport externe
de mycosporine. Au préalable, nous avons recherché si les présences - ou ab-
sences - corrélatives du P310 et des ascocarpes, démontrées sous l'effet de
la lumiére ou de l'obscurité, se vérifient également sous l'influence d'autres
facteurs de l'environnement et, sinon, les conditions de la dissociation de

ces deux phénoménes.

III.- INFLUENCE DE DIVERS FACTEURS D'INHIBITION SEXUEE SUR LA BIOSYNTHESE DU P3

Chez le N. galligena , les formations des périthéces fertiles et de my-
cosporine reposent sur les mémes exigences lumineuses qui, non satisfaites,

empéchent, simultanément, la réalisation des deux processus.

De méme, les expériences présentes tentent de vérifier si des facteurs
d'inhibition sexuée, autres que lumineux, provoquent parallélement l'arrét de

la biosynthése du P310.

N
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1) Conditions expérimentales

Tous les essais sont pratiqués, en culture liquide, dans des conditions
lumineuses (12 h L/12 h 0, 750 uwémbz) optimales a la frﬁctificaticn parfaite
du N. galligena.

Chaque cas expérimental traite d'un seul changement des paramédtres ex-
périmentaux qui, par ailleurs, demeurent tous favorables .3 la sexualisation.
Ainsi, ces modifications successives, contraires & la production d'ascocarpes
fertiles, se situent aux niveaux suivants :

- génétique : l'inoculum monoascal est remplacé par des implants issus de
souches soit monoascospores (a, ou a25), soit mutante {(ab)

- thénmique : la température d'incubation est élevée de 18°C a 25°C

- nutitif : la composition du milieu M23 subit deux changements successifs et
indépendants : soit une soustraction du sulfate de zinc, soit une substitution
qualitative du complexe azoté (acide glutamique-alanine-asparagine) pér la
cystéine, le pH initial du milieu é&tant ajusté a 7

- chimique : par addition ; soit de diphénylamine (5mg/l), de 5-fluoro-uracile
(5 mg/l), de 6-méthylpurine (25 mg/l), de fluorure de sodium (500 mg/l), de
cyanure de potassium (50 mg/l), de malonate de sodium (200 mg/l) ou d'acétate
de sodium (5 g/1).

Ces diverses substances ont été éprouvées chez les champignons en rai-
sons de leurs effets d'inhibition : sur la synthése des caroténoides (diphény-
lamine : KUMAGAI et ODA, 1969 ; KITAMOTO et al, 1972, JEREBZOFF—QUIN’I"IN et
JEREBZOFF, 1974...) sur la présence des flavoproteines (acide phénylacétique et
quinacrine : TSCHABOLD, 1967 ; KUMAGAI et ODA, 1969 ; HARMAN et al, 1971...) sur
la formation des acides ribonucléiques (5-fluorouracile et 6-méthylpurine :
BETINA et ZAJACOVA, 1978), sur le métabolisme intermédiaire ou respiratoire (fluo-
rure, malonate et acétate de sodium, cyanure de potassium).

Chez le N. galligena, chacun de ces inhibiteurs, est introduit avant l'en-
semencement dans le milieu nutritif 2 une concentration choisie en fonction d'es-
sais préliminaires. Ces derniers nous ont permis d'écarter toutes les teneurs,
ou autres composés, qui se révélaient trop néfastes & la croissance mycélienne.

A l'issue de l'incubation, d'une durée de 30 jours, sont principalement
constatées :

- la valeur pondérale des thalles

- l'évolution de la différenciation sexuée : présence - ou non - des ébauches
périthéciales

- la teneur en P310, dosée spectrophotométriquement, des mycéliums traités selon

la technique de FAYRET et VITO (1981).
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2) Résultats

Les divers résultats (développements mycélien et sexué, formation du P31(

|
de ces essais sont reportés dans le tableau 17. ‘

Tableau 17 : Influence de diverns factewrs |génétigue, thermique, mutritif, chi-
mique) swr La temeun en P310 et Le développement du N. galligena. |

: 2 3 4
FACTEURS CROISSANCE R.SEXUEE TENEUR EN
mg/fiole Ebauches P310,mg/g
périthéciales
- GENETIQUE
. souche monoascospore al 141 - 2,5
. souche monoascospore a25 191 + 6,5
. souche mutante 2Ab 154 - 0]
- THERMIQUE
| . 25°C , 177 + 8,8
N - NUTRITIF
. M23 - (Zn SOy H,0) 178 - 1,8
. M23 / Cystéine, pH = 7 . 83 -
- CHIMIQUE
. diphénylamine (5 mg/l) 192 + i1,2
. acide  phénylacétique (50 mg/l) . 162 ~ 2,8
. quinacrine (250 mg/1) 95 - 0
. 5=fluorouracile (5 mg/l) 116 - 7,4
. 6-méthylpurine (25 mg/l) 137 - 4,6
. fluorure de sodium (500 mg/l) 127 + 10,5
. cyanure de potassium (50 mg/l) 104 - 3,2
. malonate de sodium (200 mg/l) 117 - 4,6
. acétate de sodium (5 g/l) 228 + 7,7
- T5 (souche monoascale-M23-18°C) 178 p* 9

Légende : Dans tous Les cas, Les cultunes sont dclaindes en Lumilre blanche
12 R L/12 h 0, 750 uWem ?) durant 30 fowrs

1 : Natwre des facteurns modifiés par rapport aux conditions T2 optimales & La
production de pérnithéces fertiles” P*”

2 : Poids de mycélium sec par bolte de Roux contenant 100 ml de milieu (moyenne
de 5 mesures)

3 : Lo sdgnes (+) et (-] indiquent nespectivement La présence ou L£'absence des
Cbauches pénithéciales
P*: signale La présence de périthlices fentiles

4 : Valeur de La teneur en P310 exprimée en mg/g de mycélium sec (moyenne de 5
mesunes )
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Dans tous les essais, hormis celui de référence (T) se confirme l’absence
dtascocarpes fertiles qui ne peut &tre confondue avec une croissance mycélienne
inexistante. Néanmoins, l'évolution de la différenciation sexuée apparait diffé-
rente selon les cultures ainsi :

- elle semble totalement inhibée oll les thalles ne forment pas ou trés peu de
protopérithéces pour des raisons génétiques (souchesAmonoascospore "al" et
mutante “Ab") nutritives (absence de sulfate de zinc, incorporation de cystéine)
ou chimiques (addition d'acide phénylacétique, de quinacrine, de fluorouracile,
de 6-méthylpurine, de malonate de sodium ou cyanure de potassium)

~ elle parvient au stade des ébauches périthéciales qui sont produites en grand
nombre par les mycéliums issus de 1l'isolat mondascoporé "a25" ou incubés, soit

a4 25°C, soit en présence d'acétate ou de fluorure de sodium ou de diphéhylamine.

A ces deux aspects morphologiques des cultures du N. galligena correspon-

dent des teneurs en P310 trés différentes soit :
- nulles ou faibles en l'absence d'ébauches sexuées

- élevées dans les cas ol le champignon différencie des protopérithéces.

Ainsi, la corrélation entre le taux de mycosporine et le nombre de péri-
théces fertiles, établie précédemment (figure 37) semble se vérifier, présen-
tement, si elle est rapportée & la production d'ébauches sexudes. Par ailleurs,
dans trois cas expérimentaux (souche mutante Ab, présence de cystéine ou de qui-
nacrine), on constate les absences réciproques de P310 et de toute structure
sexuée, alors que d'autres essais démentent cette relation.oll la biosynthése

du P310 ne fait plus référence 3 un stade sexué.

La comparaison des teneurs en P310 qui sont
- nulles ou trés faibles par suite de l'addition de quinacrine ou d'acide phé-
nylacétique, considérés comme inhibiteurs de flavoprotéines
- élevées en présence de diphénylamine, agent anticarotenogéne,
permet d'évoquer la nature flavoprotéique du photorécepteur & l'origine des
réactions lumineuses qui déterminent la synthése de mycosporine. Dans ce sens,
le réle défavorable de la cystéine s'exercerait par un effet réducteur. qui em~

pécherait toute (photo)-oxydation cellulaire.

REMARQUE

L'influence de la qualité des sources carbonées et azotées dans des con-
ditions définies pas les tableaux 6 et 7 sur la teneur en P310 des mycéliums

éclairés démontre gque :

. - W’
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-~ dans tous les cas de nutrition carbonée, les taux de P310 se révélent peu
différents. On remarqﬁe, alors, que l'absence d'ascocarpes, constatée dans
certains essais, ne correspond pas a ﬁn défaut de mycosporine

- la nature des sources azotées influe fortement sﬁr la quantité de P310

qui refIdte souvent le niveau de production périthéciale. Ainsi, dans les
thalles cultivés sur les milieux comprenant le glyéocolle, l'alanine, la sé-
rine, la thréonine, l'asparagine ou l'adénine, la concentration en mycospo-
rine est particuliérement élevée. Inversement, les acides aminés soufrés, les
sels d’ammonium, la glutamine et la lysine sont particuliérement défavorables

~a la production du P310.

CONCLUSION

En définitive, chez le N. galligena, contrairement & d'autres espeéces
fongiques, la biosynthése de mycosporine constitue un phénoméne strictement

photodépendant dont les exigences lumineuses s'identifient & celles de la

sexualisation du champignon.

En fonction de l'efficacité de certaines radiations lumineuses, de l'ac-
tivité des agents inhibiteurs des flavines et de la présence démontrée de
celles-ci dans le mycélium, il semble gque les formations du P310 et des asco-
carpes soient tributaires d'un méme systéme photo-récepteur dont la nature

serait flavoprotéique.

Chez le N. galligena, si la relation : présence de périthéces fertiles/
absence de P310 n'a pu &tre démontrée, la proposition inverse est constatée
ol 1'existence du P310 dans les thalles peut &tre sans rapport avec leur sexua-
lisation. Ainsi peut-on opposer la simplicité des critéres essentiellement lu-
mineux de la biosynthése du P310 & la complexité des exigences simultanément

lumineuses, nutritives, thermiques ou génétiques, de la fructification parfaite

IV.- LOCALISATION ET DEVENIR DU P310

Deux expériences permettent d'évoquer le probléme de la localisation et

du devenir du P310 chez le N. galligena.

1) Localisation

——— o o " o > e

A partir de cultures monocascales du champignon, éclairées en lumiére
blanche (12 h L/ 12 h 0, 750 pWem 2) et incubées 3 18°C sur milieu synthéti-

que M23 liquide ou gélosé, nous avons pratiqué successivement, les 7&, 17&




179

et 302 jours aprés l'ensemencement, des prélévements, respectivement de :
- mycélium uniquement végétatif
- périthéces immatures

- nombreuses ascospores agglomérées au niveau de l'ostiole périthécial.

Les mesures spectrophotométriques des extraits aqueux de ces trois échan-
tillons révélent,dans’chaque éaS, une absorption caractéristique a 310 nm. En
outre, au 30& 5our, si les ascospores isolées présentent une forte concentra-
tion en mycosporine, soit 3 & 5% de leur poids aprés lyophilisation, elles
n'accumulent, cependant pas, la totalité du P310 dont une grande partie demeure

dans le mycélium exempt de structure sexude.

Cette étude gualitative démontre , chez le N. galligena, une répartition
de la mycosporiné commune & divers stades.morphologiques : hyphes mycéliennes,
périthéces, ascospores. Cette observation qui se vérifie, méme au 302 jour, 2
1'issue du déroulement Eomplet_de la morphogenése sexuée, s'oppose a certains
résultats antérieurs. Ces derniers relatent une accumulation quasi-totale voire
une synthése exclusive du P310, au niveau des seules structures reproductrices :
ascostromas de Leptosphaerulina briosiana (MOYER et LEATH, 1976) ,apothécies de
Pyronema omphalodes (LUNEL, 1980 ; BERNILLON, 1982), ascospores de Plectania
coceinea (ARPIN et BOUILLANT, 1981). Inversement, la présence de P310, non spé-
cifique d'un stade morphogénétique, et sa synthése précoce, précédant toute
forme reproductrice, rapprochent le N. galligena du Gnomonia leptostyla (FAYRET
et ViTO, 1981).

Toutefois, notre expérimentation ne permet pas de préciser le lieu de
formation du P310 :
- soit au niveau cellulaire comme PITTET (1982) a pu le démontrer dans la frac-
tion cytoplasmique soluble des sbores d'Ascochyta fabae
- soit au niveau des structures (thalle, ascocarpes ou spores) ol la biosyn-
thése précoce de ce composé dans les hyphes végétatives n'exclut pas une for-

mation ultérieure dans les périthéces ou les ascospores.

2) Devenir du P310. Germination des ascospores du V. galligena

La richesse en'mycosporine des ascospores du N. galligena suggére que ce
composé représente une substance de réserve métabolisée au moment de la germi-
nation sporale.

En fonction de cette hypothése, l'expérience suivante consiste & suivre

1'évolution de la teneur en mycosporine des ascospores durant leur germination.
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a) conditions expérimentales

Des ascospores du N. gaZZigena, mises en suspénsion dans l'eau dis-~-
tilléef additionnée - ou non - de glucose (0,5%), sont incubées, & 18°C et a
l'obscurité permanente, pendant 0, 1, 2, 3, 4, 5, 9 et 14 jours. A l'issue de
chacune de ces périodes, le matériel wvégétal, recueilli par centrifugation, est
soumis a des extractions agueuses.

Les mesures, au spectrophotométre, de l'absorption a2 310 nm de ces

extraits agueux sont reportées dans 1a figure 38.

b) résultats

La figure 38 démcontre l'augmentation, & l'obscurité continue, de
la teneur en mycosporine des ascospores durant leur germination. Cet accroisse-
ment du taux de P310 semble traduire, non seulement l'absénce de métabolisation
de ce compeosé, mais plus encore le fait d'une biosynthése qui, dans ce cas, se
réalise en l'absence de tout éclairement. Ce phénoméne est, par.ailleurs, accen-

tué lorsque les ascospores germent en présence dleau glucosée.

Figure 3§ : Evolution de La teneun en P310 des ascospores du N. galligena Lors

de Leur germination, & L'obscurité continue et & 1§°C.
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Ces données corroborent les travaux de PITTET (1982) qui concluent,
formellement, & la non utilisation des mycosporines lors de la germination des
canidies des Botrytis cinerea, Irichotheciwum roseum ou Ascochyta fabae. Elles

semblent infirmer l'hypothése selon laquelle le P310, accumulé dans les spores,

serait une substance de réserve.

V.- ACTIVITE MORPHOGENE DU P31Q

Le réle du P310 en tant que "facteur sporogéne, substitut de lumidre”
tel que TRIONE et LEACH ont pu le caractériser, chez Ascochyta pisi ou Pleospora

herbarum, se vérifie-t-il au niveau de la fructification parfaite, strictement
photodépendante du N. galligena ?

La réponse a cette question constitue le but de notre étude basée :
- sur l'observation des effets de morphogenése périthéciale provoqués, & 1'obscu-
rité constante, par l'incorporation au milieu nutritif de la mycosporine I

(P310 B) extraite préalablement des thalles irradiés du N. galligena.

- sur le rapport, dans les mémes conditions expérimentales gue précédemment, entre;

1l'efficacité morphogéne photomimétique et la structure chimique de différentes
mycosporines.

La présente expérimentation est donc la recherche, au plan de la diffé- |
renciation périthéciale du N. galligena, des potentialités morphologigques de
trois mycosporines chimiquement distinctes : soit la mycosporine I native et les

formes ..amide et acide de la mycosporine II. La figure 39 représente la structure

de ces trols composés

Figure 39 : Structures chimiques des mgco/spoméne,é I etll

MYCOSPORINE [ 0
n
/03H3
CH, OH
HO\ ~ ' 2
HOH,C” NH=CH
CH,0H
MYCOSPORINE Il '0' . R :0H , forme acide
) "QCH3
R :NHy, forme amide
HO tl:Hz‘ou
HoH,C” ™ NH—CH=CHy—CHy —COR
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1) Conditions expérimentales

a) Cultures

Des cultures monoascales du N. galligena, incubées pendant 30 jours,
a4 18°C et & l'obscurité continue, se développent sur milieu M23 liquide dans
lequel sont incorporées, avant l'ensemencement, différentes quantités des trois
mycosporines. |

Simultanément & ces essais, deux autres lots culturaux de référence]
ne recevant pas d'apport exogéne de P310 sont maintenus, l'un & l'obscurité
permanente, l'autre sous un éclairement de lumiére blanche ((12 h L/ 12 h O,

750 pWem 2).

b) Origine des mycosporines additionnées au milieu M23

La mycosporine I (mycosporine-serine réduite) provient des mycéliums
irradiés et fertiles du V. galligena.

La mycosperine II forme amide (mycosporine-glutamine réduite, ARPIN
et al, 1977) est extraite des spores du Botrytis cinerea.

La mycosporine III forme acide (mycosporine-acide~glutamique réduit‘
FAYRET et al, 1981) est issue des thalles éclairés conidiogines du Gnomonia

leptostyla.

Les extractions et purifications de ces substances relévent de prot
coles précédemment décrits. Ces composés sont introduits dans le milieu nutrit
ligquide, aprés leur chromatographie sur résines échangeuses d'ions successivem
cationique (DOWEX 1 x 8, forme Cl—) et anionique (DOWEX 50W, forme H+). Pour 1
mycéliums traités du Gnomqnia leptostyla, l'acidité du milieu d'extraction (pH
4,5) et de l'Séluant (HCL ; 0,05 N) de chromatographie (anionique) conduit 2 la

forme acide de la mycosporine II.

c) Mesures

La détermination des concentrations de mycosporine.dans les thalles
milieux ou filtrats de culture, est basée sur la mesure spectrophotométrique 4
absorbances a 310 nm des divers extraits aqueux et les caractéristiques physic
chimigue du P310 (Elii = 1020). Ces méthodes sont déja décrites ou référen-
ciées (ARPIN et al, 1977 ; FAYRET et VITO, 1981).

Les teneurs en mycosporine sont ainsi exprimées en mg/g de mycélium

lyophilisé ou en mg/l de milieu ou filtrat de culture.
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2) Résultats

Dans les conditions énoncées ci-dessus, l'effet morphogéne des
mycosporines I et II (formes acide et amide) sur la production, & l'obscu-
rité, des ascocarpes fertiles du N. galligena et l'évolution des taux de ces

"p310" sont reportés dans le tableau 18.

Tableau 18 : Activité morphogine des mycosporines 1 et I1 sur La reproduction
sexuée du N. galligena.

(2}
mycosopepoagr1 ne IV MY GCOSGPORTI NE II
4
CONCENTRATI! O N(a’ ACTIVITE MOP-PHOGENE“’ cuucsmm\nuu(a ACT1 VI TE MORPHOGENE
........................................ e
(4)
MILIEY (mgsL) MYCELIUM (mg/g) NOMBRE d-PERlTHEtE?) El_}ljg-(‘l-n.g‘/—ti «Bl-ﬂ_l\-ﬂgfid_cisizlliﬁc_séﬂ .Nf.ﬂgﬁfffffﬂ_”_"fcff
;:t-s-j—_-t.:;n-i- t:0 t:30j min. max. moy. t:oj © min. ‘max. moy. min. max. moy.
0 0 01 0 ] 0 0 0 g 0 g o 0
30 0 ] 7 8 M 8
60 0 10 1 18 15§ go - . 2 5 3 5 8 6
80 20 g 14 28 35 33
120 58 0 18 35 39 37 120 4 7 5 10 14 1
g° 24 0 10° 98" 104" 100°
/BD\

Légende :
I- La mycosporine 1 est La mycosporine sérnine-réduite extralte du N. galligena

Z- La mycosporine 11 provient, sous sa forme amide® (mycosporine-glutamine ré-
duite), du B. cinerea et sous sa forme ac&deb (mycosporine-acide glutamique
réduit), du G. leptostyla

3- Les difgérentes mycosporines sont introduites dans Le milieu de culture &
divernses concentrations (mg/l) et dosées dans Les mycéliums (mg/g de myedlium
Lyophilisg) apnds 30 jours d'incubation [t = 30 fours)

4- L'activité monphogine des mycosporines est exprimée par Lo nombre de périthices
Andudlts a L'obscurnité et caleuld selon La formule : (nombre de pénithices fertiles
par tube du Lot sujet/nombre de pérnithices fentiles par tube du Lot témoin) X 100.
Les mindmum (min.), maximum (max.) et moyenne (moy.) de ce nombre sont indiqués

Toutes Zes cultunes sont maintenues & 18°C pendant 30 fowrs & 2’ obscwrité conti-
nue saug celles du Lot zémoin® qui necoivent, quotidiennement, 17 h de Lumiire

blanche & 750 ume_z
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A la lecture des résultats du tableau 18,-on constate que la for-
mation de périthéées fertiles est induite, a l'obscurité par les trois diffé-!
rentes mycosporines additionnées au sﬁbstrat cultural. Les variations du nom-!
bre d'ascocarpes ainsi produits démontrent, d'une part, la plus grande acti-
vité biologique de la myéosporine I naturellement présente chez le . galli-
gena, et, d'autre part, une effiéacité légérement différente selon les formes|
acide et amide de la mycosporine II. Ainsi, la fructification parfaite obtenw
de l'incorporation des P310 au milieu se révéle : '

- fondamentalement différente de la stérilité sexuée du champignon incubé a
l'obscurité sans contact avec le P310
- nettement inférieure & la production périthéciale observée dans les culture;

irradiées.

Par ailleurs, les dosages de mycosporine I, dans les milieux cul-
turaux aprés 30 jours de développement, montrent une disparition totale de ce!
composé pour des concentrations initiales inférieures a 60 mg/l de substrat.
Au deld de cette valeur, les excédants de P310 se retrouvent en totalité dans
le milieu cultural. Dans tous les cas, il apparalt gque les mycosporines exo-
génes pénétrent effectivement dans les mycéliums et y sont métabolisées dans :

des proportions similaires.

Lorsque la teneur en P310 du mycélium atteint un certain niveau, i
apparait que l'absorption des mycosporines exog&nes devient limitée. La valeu
de cette concentration interne en P310 gui semble réguler la pénétration de
ce composé avoisine 10 mg/g de thalle lyophilisé, elle correspond au taux de

P310 des mycéliums éclairés.

3) Discussion

Ce travail confirme nos résultats antérieurs (DEHORTER, 1976) dé-
montrant une activité morphogé&ne photomimétique du P310, au niveau de la re-
production sexuée du N. galligena. Des faits analogues sont décrits pour
Pleospora herbarum (TRIONE et al, 1966) ou soupconnés chez Gnomonia Zeptos-
tyla (FAYRET et VITO, 1981). Inversement, chez diverses espeéces fongiques 2
conidiogenése photodépendante notamment Ascochyta fabae (PITTET, 1982),

1'addition de mycosporine demeure sans effet sur la sporulation gamétophytiqu
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Néanmoins, la réaction sexuée du 7. galligena, a la présence exogéne
de P310 demeure, malgré une absorption mycélienne optimale de ce composé,trés
inférieure & la fertilité des cultures irradides. Ce résultat est & rapprocher,
tant par la faible production d'ascocarpes matures qﬁe par la quantité impor-
tante d'ébauches périthééiales, de l'effet d'un seul éclairement (40 chm°2) de
12 heures interrompant, au 7& jour, le développement & l'obscurité du champi-
gnon (figure 22). L'analogie de ces deux réponses biologiques semble infirmer
1'hypothése selon laguelle la teneur insuffisante en P310 des thalles, exposés
a un seul photostimulus de 12 heures expliquerait le faible pourcentage de pé-
rithéces fertiles, observé dans ce cas. Aussi peut-on supposer que la lumidre
sous forme de photopéricdes multiples auxquelles sont soumises directement les
cultures, permet, soit par la production de photocomposés mycéliens autres que
le P310, soit par une régulation des activités enzymatiques comme chez le
Leptosphaeria #yphae (VIDAL et VIALA, 1973), de compléter l'action morphogéne
de la mycosporine. Cette dernikre s'exercerait alors principalement sur l'ini-

tiation périthéciale.

L'activité biologique du P310, chez le N. galligena; ne semble pas
relever d’'une stricte spécificité liée & la structure chimique de la mycospo-
rine I. Ainsi des modifications de la fraction azotée de cette molécule ré-
duisent, sans toutefois l'annuler, son efficacité morphogéne. Dans ce cas,
PITTET (1982) démontre que des mycosporines exogénes, différentes de la mycos-
porine glutamine réduite glucosylée synthétisée par 4Ascochyta fabae, sont
modifiées & 1l'image de celle~ci aprés leur pénétration dans les hyphes mycé-

liennes.

Il apparait nécessaire de préciser,pour le N. galligena, les rela-
tions entre la structure chimique et l'activité biologique de la mycosporine I.
A cet égard, les faibles quantités de cyclohexénone, obtenues aprés purification
(P 295 ?), ne permettent pas de conclure, expérimentalement, au r&le biologigue

de ce composé.

En définitive, malgré certaines imprécisions, cette étude souligne
la capacité du P310 & restaurer, & l'obscurité, la fertilité sexuée du N. galli-
gena. De ce fait, chez ce champignon & reproduction sexuée strictement photo-
dépendante, la mycosporine apparait comme l'un des intermédiaires biochimiques

entre l'absorption lumineuse et la réponse biologigque.
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CHAPITRE Il

METABOLISME DU N. GALLIGENA EN FONCTION DU DETERMINISME
DE SA REPRODUCTION SEXUEE. ROLE DE LA MYCOSPORINE,

L'étude du déterminisme sexué des champignons conduit a rechercher les
processus métaboliques qui caractérisent la différenciation de leurs struc-
tures reproductrices.

D'une maniére générale, TURIAN (1969) cong¢oit que la morphogenése fongique
dépend 4d'initiateurs. Ceux-ci, treés divers tels que métabolites internes ou
externes, hormones, facteurs nutritifs ou physiques/agissent sur certains éys—
témes enzymatigues gul représentent les effecteurs cytoplasmiques de la dif-
férenciation. Ainsi, des activités enzymatiques et un métabolisme différents
concrétisent 1'évolution sexuée ou morphogénétique de souches du Newrospora
cultivées dans des conditions thermiques distinctes (COMBEPINE et TURIAN, 1970 ;
VISWANATH - REDDY ET TURIAN, 1975).

Dans le méme sens, FAYRET (1975) indique que les effets opposés de la'lumiére,
soit inducteurs de la conidiogenése, soit inhibiteursde la maturation des
ascocarpes, correspondent & 4'importantes divergences biochimiques selon la for-
mation de ces deux formes de reproduction du Gnomonia lertostyla. Pour leur part
VIALA et VIDAL (1972) et VIDAL (1983) relient la présence des périthéces du Leptos-
phaeriatyphae a un fonctionnement plus oxydatif du métabolisme (intermédiaire
et lipidique) contrdlé par certains paramétres de l'environnement (aération,
substrat cultural, lumiare).




Dans leur ensemble, ces travaux et autres publications (CANTINO, 1956.; TABER
1966 ; TURIAN, 1970) montrent la prépondérance des voies oxydatives au cours
de la différenciation des structures reproductrices fongiques. Précisément,

une semblable relation peut~elle &tre mise en évidence chez le N. galligena ? |

' * Nos études antérieures démontrent que certains facteurs externes permet-
tent d'opposer la reproduction sexuée du N. galligena a son développement ga-—
métophytique et représentent, dans ce sens, les indices d'une orientation
biochimique particuliere & l'évolution sexuée sporophytique. A cet égard,
chaque paramétre, inducteur spécifique ou inhibiteur de la production périté-
ciale,doit provoquer un changement métabolique qu'il serait nécessaire d'ana-
lyser. En regard de l'ampleur d'un tel sujet, nous nous sommes limités 3 une
simple approche de ce probléme en comparant, au plan de l'activité de certainﬂ
enzymes du métabolisme .intermédiaire puis au niveau de la biosynthése des
stérols, des cultures sexuellement fertiles & d'autres demeurant gamétophyti-
ques pour des raisons génétique, nutritive, thermique ou lumineuse. Ainsi,
nous. avons plus particuligrement étudié les aspects biochimiques de 1l'influ-
ence morphogénétique de la lumidre et comparé ceux-ci avec le métabolisme des
thalles végétatifs ou sexués maintenus a l'obscurité constante. A ce niveau,

la mycosporine constitue une voie expérimentale originale du fait qu'addition-
v i

-

née au milieu nutritif, elle déclenche & l'obscurité, la formation d'ascocar-
pes fertiles dont le nombre, quoique dix fois inférieur 2 la production péri-‘
théciale induite par un éclairement optimal, s'oppose a la stérilité sexuée
constatée a l'obscurité, Il nous parait doncinterressant de caractériser, au
niveau métabolique, ces différents degrés de fertilité et notamment l'activité
morphogéne photomimétique du P310.

Ce chapitre rapporte donc l'influence de diverses conditions inductrices ou

inhibitrices de la différenciation sexuée du N. galligena sur :

- 1'activité de quelques enzymes des cycles citrigue et glyoxylique (3)
- la biosynthése des stérols (B)
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A.- ETUDE DES ACTIVITES ENZYMATIQUES IN VITRO-

La rechexche des relations entre les différenciations biochimique et
morphogénétique se fonde, souvent, sur le fonctionnement du métabolisme
intermédiaire. Ainsi du rapport entre les activités des enzymes du cycle de
KREBS(notamment la succinodeshydrogénase, la fumarate hydratase, l'isoci-
trate deshydroqénase) et celles du shunt glyoxylique (particulidrement 1'iso-

citrate lyase) peut dépendre les types d'appareils reproducteurs formés ol :

- plus généralement, la stimulation du cycle de KREBS correspond a la dif-
férenciation des structures sexuées : celle des ascogones du Neurospora

(COMBEPINE et TURIAN, 1970), celle des périthéces du Leptosphaeria typhae

(VIDAL, 1983), celle des carpophores matures du Coprinus cinereus (MOORE, 1984).

- a l'inverse, un blocage du cycle citrigue compensé par une activation du
cycle glyoxylique favorise la conidiogengse du Newrospora ou contrarie la

production des ascocarpes du L. typhae.

Dans cette perspective, chez le N. galligena, le gradient de différen-
ciation morphogénétique suivant : stérilité sexuée (en l'absence de lumi2re
ou pour des raisons génétique , nutritive. ou thermique ) —> forte initia-
tion et faible maturation périthéciale (3 1l'obscurité en présence de P310)——>
fructification parfgite optimale (éclairement et en&ironnement favorables),
pourrait se traduire, au niveau du métabolisme intermédiaire par des varia-
tions enzymatiques caractéristiques de chaque degré &volutif.

Un premiére approche de cette hypothése consisfe a2 mesurer les activités in
vitro des enzymes suivantes : NADP-isocitrate deshydrogénase (IDH), succino-
deshydrogénase (SDH), fumarate hydratase (FH) et isocitrate lyase (IL). Ce
choix et le protocole technique font référence awtravaux de VIDAL (1983) sur
les relations entre le métabolisme intermédiaire et la reproduction sexuée

photoinduite du Leptosphaeria typhae.

Notre étude comporte deux séries expérimentales qui précisent les acti-

vités enzymatiques Zn vitro du N. galligena en fonction :

- des effets de l'éclairement soit directs (cultures a la lumidre ou a
1'obscurité), soit indirects (incorporation de P310 au milieu nutritif
des cultures maintenues & l'obscurité),

- de divers facteurs inhibiteurs dela production périthéciale, indépendamment

de conditions lumineuses optimales.
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I.- ETUDE DES RELATIONS ENTRE LES ACTIVITES ENZYMATIQUES ET LES EFFETS
DE L'ECLAIREMENT

Les valeurs de la production périthéciale, soit élevée sous 1l'influence
d'éclairements optima, soit nulle en l'absence de lumiére, soit faible en
présence de mycosporine a l'obscurité, suggerent des activités enzymatiques
corrélativement différentes.

Afin de vérifier cette éventuelle relation, nous avons suivi 1l'évolution des

activités in vitro des quatre enzymes précitées (IDH, SDH, FH, IL) au cours du

f

développement du N. galligena placé dans 3 conditions expérimentales distinctes.

1) Conditions culturales

- s i D . Y o o 0 T P . S o

Des cultures monoascales, incubées & 18 °C sux milieu synthétique

liquide (100 ml/boite de ROUX), sont réparties en 3 lots :

- le premier regoit un éclairement en lumidre blanche (12hL/12h0, 750 uWem ?)
- le second est maintenu a l'obscurité constante,
- le troisiéme se développe, & l'obscurité, en présence de mycosporine, in-
corporée a raison de 40 mg/l de substrat.
Les résultats (moyenne de trois mesures) des dosages enzymatiques in
vitro effectués du 72me au 272me jour de culture sont représentés par les
figures 40 et 41.

2) Résultats

a) Influence des conditions lumineuses (ler et 2& lot culturaux).

Dans les deux cas, au niveau des cultures en présence de lumigre
ou incubées a l'obscurité constante, les résultats obtenus les 7&me et 9&me

jours (figures 40 et 41) sont trés semblables, ainsi la chute des activités
mesurées peut &tre expliquée par le développement pondéralement analogue et
uniquement gamétophytique des mycéliums. Par la suite, l'orientation sporo-

phytique photoinduite ou asexuée du N. galligena modifie ces données.

Ainsi les dosages de fa succinodeshydrogénase et de la fumarate hydratase

(£igure 40) permettent de distinguer les cultures fertiles éclairées de celle

stériles maintenues & l'obscurité. L'activité de la premidre enzyme (SDH) ap-

parait prépondérante en l'absence d'éclairement alors que celle de la seconde

(FH) est toujours stimulée par les photopériodes.

Dans le cas du Leptosphaeria typhae, ces deux enzymes sont également favori-

sées par la lumiére (VIDAL, 1983). ) A

La figure 41 montre l'évolution des activités in vitro de 1l'isocitrate des-

hydrogénase et de 1l'isocitrate-lyase.

L'isocitrate deshydrogénase présente une activité supérieure dans les thalles
/;rradiééyet, plus partibuliérement, A chaque stade décisif de la différen-

\ciation sexuée semble correspondre une valeur plus élevée des dosages.

S
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Figure 40 : Evolution des activités in vitro de La succinate deshydrogénase
E& de Za fumarate hydratase nelevée chez Le N. galligena en fonction de son
développement & La Lumigre (750 mWem™!, 12hL/jour), & &'obscunité ou en paé-
sence de mycosporine incorporée (40 mg/e) au milieu nuthiti.
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 Figure 41 : Evolution des activités in vitro de L's0cithate deshydrogénase

et de L'isocitrate Lyase helevée chez £e N. galligena en fonction de son dé-
veloppement & La umedre (750 ulem=%, 1ZhL/jour), & £'obscurnitl ou en prlsence
de. mycospornine inconponde (40 mg/L) au milieu nuthitif. ' ‘
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p L .. e e . .
") L'étude de 1l'isocitrate-lyase, enzyme clef du cycle glyoxylique révéle une

tres nette divergence entre les deux séries expérimentales ol 1lfobscurité
semble exercer une constante stimulation de l'activité isocitrate-lyasique
par rapport a l'éclairement. Ce résultat obtenu a l'obscurité, au niveau des

. thalles asexués peut étre rapproché de l'effet produit par l'acétate, incor-

f poré au milieu nutritif du Neurospora (TURIAN,'1961) ou du Leptosphaeria typhae
(VIDAL, 1983) qui favorise cette enzyme et simultanément inhibe la reproduc-

tion sexuée de ces champignons.

" Les divergences des activités de 1l'isocitrate deshydrogénase et de 1'isocitrate
lyase, observées dans les 2 conditions culturales, entrainent une évolution(fig.42)
de leur rapport IDH/IL qui permet de différencier tr®s nettement les thalles

. photoinduits des mycéliums stériles. Ainsi, dans le premier cas, des taux

é IDH/IL toujours supérieurs, sinon maxima aux périodes primordiales de la hor—

' phogen&se sexuée contrastent avec les quotients IDH/IL uniformément faibles

qui caractérisent les cultures demeurées gamétophytiques a 1'obscurité.

Figure 42 : Variations du napport entre Les activités de L'isocitrate deshydro-
genase et de L'isocitrate Lyase, mesurées in vitro, chez Le N. galligena en
?cgnctwn de son développement dans Les conditions déginies précédemment

Lgurne 41). '

RAPPORT  ISOCITRATE DESHYDROGENASE/ISﬂGlTBATE LYASE
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b) Influence de la mycosporine incorporée au milieu (328 lot

cultural)

o) Evolution de La concentration de La mycosporine Lncor-
porl au milieu.

) La figure 43 rend compte des dosages du P310 dans les filtrats de
culture lorsque le champignon est incubé 2 l'obscurité en présence de
mycosporine.

Figure 43 : Evolution de La concentration de La mycosporine (40 mg/L) Lncorponrée
au mlliew nuwtnltig du N. galligena.

mg/ L
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Légende : Les cultuwres du N. galligena se développent sur milieu synthétique
quide (M23), a 18 °C et a £'obscunitl constante.
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L'évolution de la teneur en mycosporine additionnée au milieu (figure43 ) met
en évidence qu'aux trois périodes suivantes et comprises : depuis l'ensemen-
cement jusqu'au 72 jour, du 7& jour au 132 jour et enfin du 132 au 272 jour
de culture correspond un appauvrissement en P310 du milieu avoisinant respec-
tivement 25, 50 et O pi100 de la concentration initialeen mycosporine.

Ainsi la diminution en P310 du milieu parait txrés en rapport avec le dévelop-
pement du champignon : 3 une absorption limitée du P310 durant la période ini-
tiale de croissance succéde une pénétration plus élevée de ce composé pendant
la phase de plus intense prolifération mycélienne. Ensuite, une concentration
intra-mycélienne de P31Q, proche de celle normalement photoinduite, semble
limiter 1'entrée de ce composé dans les hyphes.

De semblables relations, entre les taux de mycosporine absorbés par le‘cham—
pignon et le développement de celui-ci, sont déja observées pour Ascochyta

fabae (PITTET, 1982).

B) Activités enzymatiques (gigures 40 et 41)

L'influence de la mycosporine, incorporée au milieu cultural, sur les
activités enzymatiques des thalles cultivés a l'obscurité est reportée dans
les figures 40 et 41.

Du 7& au 9& jour, les dosages des 4 enzymes étudiées ne traduisent aucun effet
particulier de la mycosporine exogéne par rapport aux résultats déja décrits
pour les deux premiers lots culturaux.

Au dela du 92 jour, l'incorporation de mycosporine ne change pas les activités
de la succinodeshydrogénase et de la fumarate hydratase (figure 40) en compa-
raison de celles mesurées a l'obscurité (2& lot cultural).

Ainsi, on n'observe pas, a la différence des cultures éclairées, une stimula-

tion de la fumarate hydratase.

A l'opposé, l'apport de P310 modifie considérablement les résultats relatifs

a l'isocitrate deshydrogenase et surtout a l'isocitrate lyase (figure 41) pré-
cédemment enregistrés au niveau des mycéliums stériles & 1l'obscurité. Dans ce

cas, pour la premidre enzyme citée (IDH), les dosages indigquent que la mycospo-
rine additionnée rappelle l'effet de l'é&clairement qui favorise 1'IDH.

D'une facon trés significative, le P310 exogéne affaiblit considérablement 1'iso-
citrate lyase dont l'activité est pourtant prépondérante & l'obscurité. Ainsi

au niveau de ces deux enzymes, l'addition de mycosporine au milieu nutritif
inverse l'influence de l'obscurité et simule celle de la lumigre. En conséquence,
sous l'effet du P310 (32 lot cultural), les valeurs du rapport IDH/IL (figure 42)
sont trés différents de celles qui caractérisent les cultures demeurant gamé-

tophytiques & l'obscurité. Elles impliguent une évolution du quotient IDH/IL qui

se rapproche davantage de celle des thalles vhotoinduits.
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8) Mesuwre in vitro de £'activité de L'isocitrate Lyase :
addition de P310 au substrat de La néaction enzymatique.

Les tregs faibles valeurs des dosages de l'isocitrate lyase ddes, mal-
gré l'obscurité constante, a l'incorporation de mycoporine suggérent que cet
apport externe entraine rapidement une accumulation intra-mycélienne maximale
en ce composé. Cette saturation, ainsi provoquée, pourrait alors entraver soit
la synthése de l'enzyme, soit son activité mesurée in vitro.

De fait, lorsque nous ajoutons, dans la cuve spectrophotométrique contenant

le mélange réactionnel propre au dosage de l'isocitrate lyase, une solution
concentrée de P310, celle-ci ne modifie pas les fortes valeurs obtenues d'un
extrait enzymatique issu de mycéliums stériles non irradiés (2& série cultural
Dans les mémes conditions, l'addition de fructose 1-6 diphosphate (F 1-6 4i-P,
0,1 M), inhibiteur de l'isocitrate lyase, annule totalement la réaction enzy—‘
matique. Ces données suggérent donc gque la mycosporine, accumulée in vivo,
n'affecte pas l'activité de l'isocitrate lyase mais inhibe plus précisément

le taux de synthése de cette enzyme.

3~ Discussion

-~ ——— >

Cette étude préliminaire met en évidence que l'influence de diverses
conditions lumineuses favorables ou non 2 la reproduction sexuée du N. gallige
se traduit corrélativement au plan métabolique. Ainsi d'une manigre plus re-
marquable, les activités de l'isocitrate deshydrogénase, de l'isocitratelyase;
et du rapport de celles-ci permettent de caractériser les potentialités mor- ‘
phogénétigues du Champignon.

A l'activité importante.de 1l'isocitrate lyase et aux valeurs du quotient
IDH/IL propres aux mycéliums stériles a 1'obscurité s'opposent les
résultats concernant les thalles fertiles irradiés ou incubés en présence de
mycosporine. Dans ce cas, la mycosporine exogéne simule l'effet lumiére qu'ell
accentue, soit en stimulant l'activité de l'isocitrate deshydrogénase, soit e#
minimisant a-l'extrédme le réle de l'isocitrate lyase. La mycosporine pourrait
alors inhiber la synthése de cette enzyme plus que son activité. |
Pour sa part, MOORE (1984) mentionne que les trés faibles activités de l'iso-
citrate lyase détectées chez Coprinus cinereus sont liées & la présence, dans,
les extraits bruts des carpophores d'un composé inhibiteur de faible poids
moléculaire.

Dans leur ensemble, nos résultats confirment ceux établis pour Gnomonia lep-—
tostyla (FAYRET, 1975) ou Leptosphaeria typhae (VIALA, 1972 ; VIDAL, 1983) qu

révélent la prépondérance du métabolisme de type oxydatif lors des processus

de reproduction sexuée fongique. Ainsi la photoinduction sexuée du N. gallige
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correspond a une stimulation du cycle citrique comme‘en témoignent les valeurs
du rapport IDH/IL. Cependant, l'orientation exagérément oxydative provoquée
par l'incorporation du P310 n'entraine pas corrélativement une augmentation

de la production périthéciale. Ainsi la réponse biclogique optimale demeure

le fait d'un juste équilibre entre les différentes fonctions métaboliques ré-
gulées dans leur ensemble par la lumiere au niveau de nombreuses réactions

photosensibles dont l'une d'elles serait la biosynthese de mycosporine.

Toutefois, cette influence positive de la lumi2re sur la reproduction

arfaite du V. galligena ne s'exprime pas dans des conditions génétique, nutri-
p g g

tive ou thermique défavorables. Dans ce cas, l'inhibition sexuée, pour des

raisons autres gue l'obscurité ou l'absence de mycosporine, se concrétise-t-elle

également par une évolution du rapport IDH/IL analogue & celle décrite précé-

demment ? Cette question fait l'objet de la série expérimentale suivante.

II.- INFLUENCE DE DIVERE FACTEURS D'INHIBITION SEXUEE SUR LE RAPPORT
IDH/IL

Une activité isocitrate lyasique aécrue et la faiblesse des rapports
IDH/IL traduisent le rdle néfaste de l'obscurité sur la sexualisation du
N. galligena. La biosynthese de P310, inexistante dans ces conditions, peut
Jjustifier ces résultats et nous laisse supposer une photorégulation enzyma-
tique, & moins que ces données ne soient la marque de toute inhibition sexuée,

indépendamment de son origine.

En fonction de cette hypoth&se, nous avons dosé l'isecitrate deshydro-
génase et l'isocitrate lyase au niveau de mycéliums dont la stérilité sexuée,
pour des raisons génétique, trophique ou thermique, n'est pas le fait d'irri-

diationslumineuses inadéquates, les cultures étant normalement éclairées.

1) Conditions culturales

— v oy e . s it . e o e S o e e S

Quatre lots culturaux du N. galligena sont exposés durant 27 jours,

a& la lumiére blanche (12hL/12h0, 750 uWem ?). La premidre série culturale,
servant de témoin, produit a terme de nombreux ascocarpes fertiles.

Au niveau des 3 lots suivants, une des conditions génétique (souche
monoascale), trophique (milieu synthétique ligquide M23) ou thermique (18 °C),
propice a la fructification parfaite, est remplacée par un facteur qui entrai-
ne la stérilité soit :
= un inoculum issu d'une souche mutante (Ab) du champignon (22 lot),

- un substrat nutritif M23 dépourvu de sulfate de zinc (32 lot),

~ une température élevée 3 25 °C (42 lot).
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Fiqune 84 : Evolution des activités de L'isocitrate deshydrogénase et de
rate Lyase, meswries in vitro, chez Le N. galligena cultivé dans des

JAFYITE 2 :
conditions optimales (Témoin) ou inhibitrices (milieu synthétique MZ3 sans
zine, température égale & 25 °C, souche sténile <Ab>) de 4sa reproduction.sexuée.
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2) Résultats

Nous avons mesuré les activités isocitrate deshydrogénase et isoci-

tratase des différents mycéliums, recueillis du 72 au 272 jour de leur

développement.

Les résultats de ces dosages (movenne de trois mesures) et l'évolution

consécutive du rapport IDH/IL sont reportés dans les figures 44 et 45.

Dans les trois cas, se confirme l'absence totale d'ascocarpes fertiles
et, sauf a 25 °C, celle d'ébauches sexuées. En outre, chacun de ces traitements
modifie la teneur en P310 des mycéliums gqui est respectivement nulle (22 lot),

faible (3& lot) et normale (42 lot) par rapport au taux de P310 dans les thal-
les fertiles (ler lot).

La figure 44 réveéle que l'isocitrate deshydrogénase est généralement

plus active dans les cultures incubées a 25 °C. L'augmentation thermique de

-

18 °C a 25 °C stimule méme l'activité de cette enzyme. Celle-ci apparait défi-

ciente, ou subit les mémes variations qu'a l'obscurité, dans les thalles

stériles pour des raisons respectivement génétique ou nutritionnelle.

Les résultats relatifs aux dosages Invitro de l'isoc1trate lyase lndlquen
dy pdoit. -

- le maintien des cultures & 25 °C ne modifie pas, jusqu’'au 17& jour, la
faible activité de l'enzyme détectée, par ailleurs, dans les mycéliums cul-

tivés a 18 °C. Au dela de cette période qui marque le blocage de la différen-

ciation des ébauches produites a 25 °C et, au contraire, la poursuite de leur
évolution a 18 °C, l'effet de la température supérieure se traduit par une
augmentatlon considérable de la teneur en isocitrate lyase des thalles. Celle-

ci ne semble plus contrdler par la lumidre ou par la mycosporine, présente

pourtant & un niveau optimal.

- ala stérilité sexuée, impliquée par les facteurs qenetlcue et trophique,

correspond une activité isocitrate lyasique nettement supérieure a celle

détectée dans les mycéliums fertiles éclairés (ler lot). Dans ces deux cas

la biosynthése de P310, nulle ou réduite, pourrait répondre de ces résultats.

Le rapport des activités de l'isocitrate deshydrogénase et de 1'isocitratelyase

qui traduit l'équilibre fonctionnel entre les cycles citrique et glyoxylique
définit nettement l'inhibition sexuée et, dans une certaine mesure, les dif- !
férents taux de synthése du P310. Ainsi, les valeurs de ce quotient IDH/IL (fig.45)
apparaissent,comme 3 l'obscurité, uniformément faibles dans les mycéliums de

la souche mutante (Ab) dépourvue de P310, elles progressent dans les cultures

sur milieu trophique défavorable et, plus encore, dans les thglles incubés a f
25 °C. Dans ce dernier lot cultural, les taux IDH/IL ne sont cependant pas §
significatifs de la quantité de P310 formée (optimale) mais ils caractérlsent, \

plus précisément, 1' avortement des structures reproductrlces. o paih. An 1T
[

e e S

— : S Q
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Figure 45 : Variations du rapport des activités de L'isocitrate deshydrogénase

et de D'isocitrate Lyase, mesurnées in vitro, chez Le N..galligena en fonction
de son développement dans Les conditions définies précédemment (figure 44].
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DISCUSSION

Cette étude préliminaire, trés partielle, du métabolisme intermédiaire
montre, ‘cependant, que la fructification parfaite du N. galligena est concomi -
tante d‘un déplacement, dans le sens oxydatif, de l'équilibre fonctionnel entre
les cycles ciﬁrique et glyoxylique. A cet égard, le rapport IDH/IL consitue

un remarquable indice métabolique, de la différenciation sexuée :

] - de valeur élevée, il signale la fécondité du chamignon et les principaux

stades de la morphogenese sexuée.

- de faible niveau, il en indique toute inhibition.

Vs Dans le premier cas, la lumiére et la mycosporine exogéne entrainent

/ une évolution similaire des taux IDH/IL en stimulant l'isocitrate deshydrogé-

|

|

\

\_le P310 exerce un rdle photomimétique. Toutefois, celui-ci parait insuffisant

/
/
f
|
\

nase et en réduisant l'isocitratase. Sur ce plan, on peut donc considérer gque

oli, au niveau biologique, la fertilité des trés nombreuses ébauches périthé-
ciales induites par la mycosporine a l'obscurité demeure faible comparative-
ment & celle décrite a la lumi2re. Ainsi, cette réponse sexuée du N. galligena
impliquée par l'addition de mycosporine au milieu nutritif peut paraitre ana-
logue & la "féminisation" des souches d‘'Allomyces ou du Neurospora (TURIAN,
1970) qui s'accompagne, également, d'une activité démesurée du cycle citrique.
évolution sporophytique. Celle-ci résulte d'une régulation métabolique '

compléte tributaire de tous les paramétres, -pas seulement lumineux, qui

| déterminent la fructification parfaite (2& série expérimentale).

o

£

Dans le second cas, l'inhibition sexuée se traduit par de faibles quo-

' tients IDH/IL dont l'évolution est peu différente selon la nature du facteur

limitant (obscurité, souche mutante, absence de zinc, température de 25 °C).

A ce niveau, l'influence de la lumiére n'apparait plus spécifique méme si,

par l'intermé&diaire de taux croissants de P310 biosynthétisé, elle semble
contrbler, corrélativement, la réduction de l'activité isocitratasique. Les
dosages effectués sur les mycéliums de la souche mutante "Ab" ou cultivés

soit 3 l'obscurité, soit sur milieu dépourvu de zinc, confortent cette hypo-
thése. Celle-ci est, partiellement, infirmée lorsque les thalles sont incubés
a 25 °C. Cette derniére expérience indique que la régulation de l'isocitratase,
comme celle des rapports, entre les cycles citrigue et glyoxylique, est fina-

lement assurée par une pluralité de facteurs, ceux-1a mémes guil permettent la

sexualisation du N. galligena.
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En conclusion notre expérimentation démontre que la photoinduction
sexuée correspond, a l'exemple de la biosynthése de mycosporine, & une modi-
fication trés précoce des activités métaboliques. Nos résultats confirment,
sur ce plan, le rdle morphogéne photomimétique de la mycosporine. Toutefois,!
ce composé, en raison de ses activités biologique et biochimique partielles,
ne se substitue pas totalement 3 la lumiére qui exerce, & ces deux niveaux, l
‘une régulation plus complexe. |
L'action des différentes irradiations pourrait alors se réaliser par le biais
de certaines enzymes directement photostimulées. Un tel concept, basé sur la ;
présence d'enzymes simultanément photorécepteurs et effecteurs métaboliques,
est évoqué par GRESSEL (1979), il expligquerait le déterminisme biochimique de
certaines réponses biologiques photosensibles. Dans ce sens, KLEMM et ﬁINﬁE~
MAN, 1979) suggérent que les radiations bleues stimulent la conidiogeneése du
Neurospora crassa du fait de leur absorption par la nitrate réductase et de

la photoactivation subséquente de cette enzyme flavoprotéinique.

B.- VARIATIONS DES STEROLS LIBRES EN FONCTION DES EFFETS DE
L'ECLAIREMENT ET DE LA MYCOSPORINE SUR L‘INDUCTION SEXUEE
pu N, GALLIGENA ‘

De nombreux travaux ou analyses bibliographiques (HENDRIX, 1970 ;
ELLIOTT 1977 ; Mc MORRIS, 1978) concluent & l'importance des stérols dans les
processus sexués de certains champignons. La preuve du rdle joué par ces com-~
posés en est faite, soit :

- par l'addition de stérols au milieu cultural. Cette incorporation induit ou
stimule la formation des organes reproducteurs de divers Phyccmycétes

Pythiunm sp (HASKINS et GARDNER, 1978 ; HENDRIX, 1975 ; JACQUET, 1979), Phytophtora
cactorum (ELLIOTT et al, 1964), Phytophtora sp (ELLIOTT et SANSOME, 1977).
Pour sa part, LACOSTE (1965) observe que l'addition de B8 sitostérol au sub-
strat nutritif du Leptophaeria typhae prolonge la péricde de photosensibiliteé
du mycélium. Ainsi, le champignon différencie des ascoscarpes fertiles sous
1'effet d'éclairements tardifs dont, par ailleurs, l'application & des thalles
non traités par les stérols,n'induit aucune structure sexuée.

- par l'emploi d'inhibiteurs de la synthése de composés stéroliques. Dans ce
cas, NELSON et al, 1967 bloque, sélectivement, les différentes étapes de la mor-
phogengse périthéciale de Cochliobclus carbonum dont il restaure ensuite la
fertilité par adjonction de divers stérols au substrat nutritif. De la méme
manidre, MOYER et LEATH (1976) empéchent l'ascosporogengse du Leptosphaerulina
briosana qu'un apport subséquent d'ergostérol raméne, finalement a un niveau

normal.
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Par ailleurs, chez certains Ascomycites photoéensibles tels Gnomonia
leptostyla (FAYRET et al, 1979) ou Leptosphaeria typhae (VIDAL et al, 1979),
les analyses du contenu stérolique des thalles suggérent certaines relations
entre l'éVolution de ces substances et l'influence de la lumiére sur les mor-
phogenéses reproductrices. Ainsi, VIDAL (1983) propose que la composition sté-
rolique du L. typhae refldte l'orientation oxydative du métabolisme sexué
photodépendant. Dans ce sens, les stérols semblent directement impliquéé dans
les processus de photoinduction de la reproduction fongique, 2 l'exemple de
l'ergostércl qui se substitue aux rayonnements ultra-viclets normalement in-

dispensables & la conidiogengse de Stemphyliwum solani (SPROSTON et SETLOW 1968).

Ces diverses considérations suggérent donc que les stérols prennent part
aux manifestations structurales, métaboligues et photochimiques de la reproduc-

tion fongique. Cette participation pourrait se confondre avec leurs fonction :

~ au niveau respiratoire (PARKS et al, 1978) & l'exemple de l'effet favorable
d'un apport d'ergostérol sur la croissance du Saccharomyces cerevisiae en cul-
ture anaérobie (ANDREASEN et al, 1953) ou des variations du contenu stéroli-
que du Mucor rouxii (SAFE, 1973) en fonction des conditions d'oxygénation du
milieu.

~ au niveau hérmonal comme précurseurs d'autres stéroides ou comme hormones
contrdlant le transport actif d'ions ou de molécules.

- au niveau membranaire en tant que constituants des membranes réglant en

partie la perméabilité de celles-ci (GRUNWALD, 1978).

L'ensemble de ces données permet de supposer l'existence d'étroites re-
lations entre les stérols et le développement fongique notamment la morphogenése
sexuée. Par suite, dans le cas du N. galligena & fructification parfaite pho-
todépendante, le métabolisme stérolique devrait étre influencé par l‘'action
de la lumigdre et, & ce niveau, devrait se confirmer le réle photomimétique
de la mycosporine.

Afin de préciser cette hypoth&se, nous avons étudié les variations des
stérols libres du N. galligena en fonction de trois conditions expérimentales
qu%/se rapportantaux effets dela lumidre, de l'obscurité et de 1l'addition de
mycosporine du substrat en l'absence d'éclairement, sont favorables -ou non-

a la différenciation sexuée.

I.- CONDITIONS EXPERIMENTALES

Dans tous les cas, les cultures monoascales du N. galligena sont main-—
tenues a la température constante de 18 °C et sur milieu synthétique liquide

M23 réparti en bolites de Roux (100 ml/boite).
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Les analyses des stérols sont pratiqﬁées sur des mycéliums recueillis
3 l'issue de leur développement dans les cing conditions suivantes :
- soit aprés 7 et 13 jours d'éclairement en lumiére blanche (12hL/12h0,
750 uWem~?) ; respectivement séries expérimentales 1 et 2. |
- soit aprés 7 et 13 jours d'obscurité continue ; respectivement séries ex- 1
périmentales 3 et 4. v |
- soit aprés 13 jours d'incubation & l'obscurité permanente sur milieu syn-
thétique additionné, préalablement 2 l'ensemencement, de mycosporine (1Smg/l)!
Ce composé est extrait de thalles irradiés du N. galligena et purifié selon

des modalités déja décrites ; série expérimentale 5.

Chaque série expérimentale est basée sur la réalisation successive de
4 3 5 lots culturaux composés chacun de 120 boites de Roux. Aprés regroupe-
ment des mycéliums récoltés, nous avons ainsi obtenu, indépendamment de la
durée d'expérimentation, des masses mycéliennes pondéralement trés voisines
(100 g de mycélium lyophilisé) et, pour chaque condition, qualitativement ho-|

mogenes.

Finalement les thalles, recueillis et lyophilisés, sont soumis aux ana-

lyses selon le protocole précédemment défini (page 22).

II.- RESULTATS

1) Observations. biologigues

Sur le plan biologique, on constate gque pour des temps de cul-
ture semblables, la croissance mycélienne est pondéralement similaire dans

les différents lots culturaux.

La reproduction sexuée se manifeste, au 132 jour, dans les cul-
tures éclairées, sous la forme de treés nombreuses ébauches périthéciales mi-
croscopiquement visibles, tandis qu'aucune structure sexuée n'est repérable

dans les cultures & l'obscurité.

La poursuite de l'expérimentation jusqu'au 30& jour de culture,
terme normal du développement du N. galligena nous permet de vérifier :

- la production optimale d'ascocarpes fertiles lorsque le champignon est
éclairé

-

- l'absence de sexualisation de l'organisme a l'obscurité

- l'existence de trés nombreuses ébauches périthéciales et d'un faible nom-
bre de périthéces mirs au niveau des cultures réalisées a l'obscurité sur
milieu additionné de mycosporine.
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2) Composition stérolique

Les résultats des analyses du contenu stérolique du N. gaZZigena,

en fonction des cing conditions culturales, sont reportés dans les tableaux 19

et 20.

a) Contenu stérolique global

Les quantités de stérols libres extraites des thalles du N. galligena
figurent dans le tableau 19.

Tableau 19 : Quantitd de stérols Libres Ls0lées du N. galligena cultivé dans
des digférentes conditions.

Série Stérols
. o Conditions culturales (mg/100g de mycé-
expérimentale n X Ca
lium lyophilisé)

s s i S e S e Y oA T WY i, S Y . D e A Y . el i S S S o B ek A N, O S i A B R o . e S A e T Tt N SR S U S D Y T e Wk i S o LoD o e W o T

1 7 jours lumiére 130
2 13 jours lumiére 140
3 7 jours obscurité 210
4 13 jours obscurité 270
5 13 jours (obscurité + P310) 80

Légende : Les cultures du N. galligena sont effectudes & 18 °C, swn milieu

synthétique Liquide M23 et incubdes s0it & La Lumitre (12hL/12h0, 750 pWem=%),

504t @ L'obscunité constante en L'absence ou en présence de mycosporine
(15 mg/L de milieu).

Ces résultats ne rendent pas compte des stérols liés qui, chez le
N. galligena, ne représentent souvent qu'une tr2s faible proportion (de
l'ordre de 1 %) des stérols totaux. De ce fait, ils n'ont pu étre analysés,
contrairement au cas du Leptosphaeria typhae (ALAIS et al, 1974) et du Gno-
monia leptostyla (FAYRET et al, 1979) ol les stérols liés atteignent parfois

58 % du contenu stérolique global: Aussi, chez le N. galligena, l'insuffisance

des méthodes d'extraction, pourtant identiques 3 celles employées dans les

deux cas précédents, ou la.constitution membranaire peuvent-elles expliquer

ce faible poids de stérols liés ?

Les teneurs stéroliques des thalles irradiés ou cultivés en présence

de P310 exogéne sont trés nettement inférieures 3 celles existantes dans le

champignon incubé a l'obscurité sans apport de mycosporine. En particulier,
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l'addition de P310 abaisse considérablement le "pool' stérolique et le rend
méme déficitaire par rapport a celui des cultures éclairées. On remarque
aussi que la biosynthése stérolique augmente sensiblement du 72 au 13& jour

lorsque le N. galligena se développe a l'obscurité (séries 3 et 4) tandis

qu'elle'varie peu dans les cultures éclairdes (séries 1 et 2).

b) Analyse qualitative et quantitative des stérols libres

La nature et les pourcentages respectifs des différents stérols libres

présents chez le N. galligena sont indiqués dans le tableau 20.

Tabfeau 20 : Nature et pourcentages nelatifs des sténols Libres is0lés du
Nectria galligena aux différentes conditions culturales.

J 7 jours 13 jours 7 jours 13 joufs‘ 13 jours .
Sterols . M* lumiére lumidre obscurité obscurité  obsc. + *P310°

Stérols saturés i
Ethyl-24 cholestane of-3 B* 416 1 2 <l 1 2
Sterols A5 ) -
Cholestérol* 386 4 § 1 - 7 4
Ergostatrien-5.8,22 of-3 B* ' 396 24 17 . i4 9 : 16
Ethyl-24 cholesten-5 ol-3 §* 414 — 2 - <l <i
Stérols 4+ . : -
Cholesténe-7 ol 3 8 386 2 2 2. o2 2
Méthyl-24 cholestadién-7,22 ol-

3p - 398 1 t t <1 1
Méthyléne-24 cholestén-7 ol-3 :

Vi - 398 2 1 2 <! 2
Méthyl-24 cholestén-7 ol-3 400 _— — <l — ._;
Sterol Ay, 42 méthyl 412 — <} <! —_

Sterols A 57 v )
' Ergostéroi® 396 64 64 75 g0 e‘;
* Ergostatétraénce ol-3 § 394 2 3 3 4 1
Erpostatriéneol-3 § 396 —_ -— <1 —_
Ethyl-24 cholestatrien-5,7, ‘ : l

201-38 ' 410 — — — —

Cholestadiéa-5,7 ol-3 §* 384 <1 -— - <l —
94 Stérols satures 1 © 2 <! | R 7(2}
9 Stérols Agtotauxt 28 27 15 1! _6
% Stérols A7 totauxt s 4 5 2 £
% Stérals As 7totauxt 66 &7 78 84

Rapport ergostérol/cholestérol 16 8 15 40 16
Ri{PpOrt Sterols 457 totaus 2,3 2,5 5.2 7,6 3,5

Stérols A g1otaux

Les pourcentages indiqués correspondent aux intensités relatives des Lons mofé-
cwlaines dans Les spectres de masse conventiomnels des gractions de chromatogha-

phie sur plague, compte-tenu de Leurs poids relatifs ; Les intensités sont cor-
rnigées pour La contribution des pics Lsotopiques.

* Specthes compands avec Les specthes des produits de néférence suivants : cho-

Lesténol (386), cholestene- 7 0L-38 (388), engosténol (396), Lichestéinol (396),

5,6 dihydroengosténol (398), Episténol (398), méthyl-24 cholestdne-7 0L-38 (400)

B sitostérol (414), B sitostancl (416).

Les différents stinols insatunés is0lés ont Exé classls en trodls catégories
selon La position des doubles Lialsons surn Le noyau stérolique, 40it Cs-Ce (As),
804t C7-Cs (A7) 804t Cs5-Cg et C7-Cs (As,7]).
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Nous pouvons ainsi constater qu'il existe, chez le N. galligena, une
grande diversité qualitative des stérols mais aussi quantitative du contenu
stérolique ol surtout l'ergostérol puis l'ergostatrien -5,8,22 ol-38 (liches-

térol), le cholestérol et l'ergostatétragneol-38 sont les plus abondants.

Dans tous les cas, l'ergostérol représente plus de la moitié du "pool"
stérolique et sa teneur est nettement plus élevée dans les mycéliums stériles
développés a l'obscurité sans P310 que dans les autres cultures potentiel-
lement fertiles. Inversement, on constate que l'éclairement ou l'introduction
de mycosporine dans le milieu favorisent la biosynthése des stérols A5 qui
sont représentés esentiellement par le cholestérol, le lichestérol et le:

B sitostérol.

Parmi les stérols en quantité mineure, trois composés ont &été décelés
uniquemert dans les mycéliums cultivés a l'obscurité, en présence ou non de
mycosporine. Il s'agit du méthyl-24 cholestén-7 ol-38 (M+410), de 1'ergosta-
tri2dne ol-38 (MT396) et de 1'éthyl-24 cholestatrien-5,7,22 ol-38 (Mt410) ou
corbistérol.

De tous les stérols isolés, seul l'ergostatétraéne ol-38 oppose, entre
elles, les cultures potentiellement fertiles. En effet, la teneur de ce corps
dans les mycéliums éclairés das 1l'ensemencement est inférieur & celle observée
dants toutes les autres séries culturales. Le prolongement de la durde d'in-
cubation, du 72 au 13& jour, modifie peu la teneur des principaux stérols qui,
appartenant a la classe des composés A5,7, prédominent a l'obscurité tandis
que les autres conditions culturales (séries 1,2 et 5) augmentent les propor-
tions des stérols 47 et surtout A5. De ce fait, des valeurs doubles ou triples
du rapport entre les stérols A5,7 totaux (ergostérol essentiellement) et les
stérols AS totaux (lichestérocl, cholestérol) caractérisent les cultures sté-
riles a l'obscurité en comparaison des mycéliums potentiellement fertiles qui

se développent en présence de lumiére ou de mycosporine exogne.

3) Discussion

Comparée aux quantités de stérols esterifiés, formes de réser§e
du Leptosphaeria typhae (ALAIS et al, 1974) et du Gnomonia leptostyla (FAYRET
et al, 1979), la faible valeur (1 %) de la fraction stérolique estérifiéde du
N. galligena peut-étre expliquée par l'arrét précoce des expérimentations au
138 jour, soit au début de la formation des structures reproductrices et en

‘période active de croissance mycélienne. Dans ce cas, PARKS et al (1978) dé-
montrent que l'augmentation considérable (10 fois plus) de l'estérification

des stérols des Saccharomjces se réalise durant la phase végétative stationnaire.
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La richesse en ergostérol des thalles du N. galligena n'est pas
surprenante. De nombreuses analyses, pratiquées notamment chez les Mucorales
(Mc CORKINDALE et al, 1969) ou les Basidiomycétes (YOKOKAWA et MITSUHASHI,
1981) révelent la prédominance de 1'ergostérol. A ce titre, ce corps est
utilisé comme indice de référence de la croissance mycélienne dans les tech-
niques modernes de détection des contaminants d'origine fongique (SEITZ et
al, 1979).

L'évolution globale du contenu stérolique (stérols libres) du
N. galligena, du G. leptostyla (FAYRET et al, 1979) et du L. typhae (VIDAL
et al, 1979) est fonction des potentialités reproductrices des organismes
considérés mais non de la qualité de leur déterminant. Ainsi, la totale in-
hibition de la formation des ascocarpes, chez ces trois espéces, provoguée
respectivement par l'obscurité, la lumigre et le milieu nutritif (xylose,
40g/1l) se traduit, de fagcon commune par une augmentation du "pool" des sté-
rols libres. Inversement, l'élaboration des structures sexuées peut justi-
fier la diminution de la teneur en stérols libres, ces derniers seraient ac-

tivement incorporés aux membranes néo-formées (ELLIOTT, 1977).

Contrairement & l1l'évolution du contenu stérolique total, les

variations de chaque composé ou catégorie de stérols ( A5, A7, 45,7) sont
bien plus tributaire de la nature du paramétre contrdlant la différenciation
sexuée que de l'orientation de cette dernidre. A cet égard, pour un méme de-
gré de fécondité du L.typhae (ALAIS et al, 1976), des milieux nutritifs de
composition différente bouleversent la répartition qualitative et quantita-
tive des stérols. Au niveau du N. gaZngena-et du G. leptostyla, la lumidre
influe, pareillement, sur les proportions des trois classes stéroliques alors
qu'elle exerce, chez ces deux champignons, une action biologique opposée,
respectivement inductrice et inhibitrice de la sexualisation. Ainsi, 1la
fructification parfaite du N. galligena se caractérise par des teneurs accrue
en stérols A5 (cholestérol, lichestérol, B sitostérol) et plus faibles en
composées A5,7 (ergostérol surtout). Les quantités de ces divers composés
évoluent, inversement, lors de la morphogengse sexuée du G. leptostyla et

du L. typhae oli, notamment, laforte teneur en ergostérol et l'augmentatioﬂ

du quotient ergostérol/cholestérol (stérol AS5,7/stérols A5) opposent ces deux
champignons au V. galligena. Chez ce dernier, les résultats ainsi obtenus
paraissent, pourtant, trés significatifs si l'on se réfédre aux travaux

d'ELLIOTT (1979) ou d'ELLIOTT et MATH (1983) sur le Phytophtora cactorum.




Ces auteurs démontrent, en effet, que l'activité biologique des stérols AS et,
a un degré moindre, des compbsés A7 est nettement supérieure a celle des '
stérols A5,7. L'efficacité biologique de ces derniers, additionnés au milieu
nutritif, est subordonnée a leur transformationen stérols AS. Ces chercheurs
supposent alors que la présence d'une double liaison en C5 favorise la syn-
thése hormonale ou des réactions d'oxydation. Au vu de ces données, le gra-
dient de concentration en stérols A5 rendrait compte de celui affectant la

différenciation sexuée du N. galligena

Dans les mycéliums du N. galligena incubés a l'obscurité, l'addition
de mycosporine suscite une spectaculaire régression du contenu stérolique
dont l'évolution, quantitative mais aussi qualitative, rappelle celle des
thalles irradiés. Sur ce plan, la mycosporine simule l'effet lumineux et
seule la stimulation de la biosynthese du cholestérol, précoce a la lumiére
mais différée dans le temps en présence de P310 exogéne, semble distinguer
les effets de l'éclairement et ceux d'un apport de mycosporine. Cette dif-
férence pourrait suffire & expliquer la disparité des deux réponses sexuées,
si 1'on se référe au iéle bioclogigque primordial du cholestérol et des stérols

A5, é&voqué ci-dessus ou démontré par ailleurs (JACQUET, 1979 ; VIDAL, 1983).

III.- CONCLUSIONS

La comparaison de 1l'évolution stérolique mycélienne, dans divers cas
de différenciation sexuée, réveéle de nombreuses contradictions qui rendent
aléatoires toute conclusion, d'oxdre général, sur les relations : stérols-

lumiére~formation périthéciale.

Chez le N. galligena, la qualité de la composition‘stérolique des
thalles irradiés -ou non~ ne rend pas compte, spécifiquement, de la ferti-
lité -ou non- du champignon. Dans ce sens, nos essais d'incorporation au
milieu trophique M23 de stérols divers, en nature et concentration, n'ont
Jamais abouti au déclenchement, 2 l'obscurité, de la fructification parfaite.
Toutefois, nos expériences et analyses ne permettent pas d'écarter toute
intervention, par le biais de précurseurs stéroliques, d'une régqulation hor-
monale au niveau de la morphogengse périthéciale du N. galligena. Celle-ci
pourrait, ainsi, dépendre, de l'activité de phéromones décelées, par ailleurs,

chez des Ascomycites comme Ascobolus stercorarius (BISTIS et RAPER, 1963).



210

Finalement, l'intérét principal de cette étude réside dans l'influence
de la mycosporine sur le métabolisme stérolique que cette substance modifie
dans le méme sens que les irradiations lumineuses. L'activité du P310, sur
le contenu stérolique global, qui surpasse celle du photostimulus, crée sans
doute un déséquilibre préjudiciable a une production optimale d'ascocarpes
matures. Au niveau qualitatif, la mycosporine d'une part, la lumidre d'autre
part, induisent les gradients stéroliques qui coincident avec les résultats
biologiques, ces réponses mettent en évidence la complexité de la photorégu~
lation. Néanmoins, nous pouvons affirmer que nos analyses conférent & la my-

cosporine un réle d4d'intermédiaire biochimique entre l'absorption lumineuse

et la reproduction sexuée du N. galligena et, parallélement, confirment l'ac- |

tivité morphogéne photomimétique du P310.

CONCLUSIONS DE LA QUATRIEME PARTIE

Au début de cette étude, l'analyse bibliographique relative aux
mycosporines révéle les nombreuses incertitudes et hypothéses que suscitent

la présence et le r&le de ces composés.

Les expériences, menées chez le M. galligena, permettent d'apporter

quelgues réponses sur ce sujet, ainsi :

- la biosynth&se de P310 qui est photodépendante ne se réalise que sous des
éclairements similaires 3 ceux gqui provoquent la fructification parfaite.
Plus particulidrement, on remarque la coincidence des spectres d'activité
des radiations monochromatiques sur ces deux phénoménes. Dans ce cas, l'ef-
ficacité maximale des longueurs d'onde 320 nm, 370 nm, 420 nm et 450 nm
mais également celle des inhibiteurs flaviniques confortent les hypothéses
émises sur la nature flavoprotéique du photorécepteur & l'origine de deux

réponses observées.
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- la production du P310 qui est déclenchée antérieurement a toute morphogenése
reproductrice apparait parfaitement corrélée au nombre d'ascocarpes matures.
Toutefois, la présence de la mycosporine n'implique pas forcément la dif-
férenciation périthéciale.

- la synthése du P310, induite dans un large domaine spectral non limité aux
radiations proches de 310 nm et accrue lors de la germination des ascospores,
ne permet pas de conclure au rdle d'agent photorécepteur ou de substance
de réserve proposé pour ce composé.

- la mycosporine exerce une activité morphogéne photomimétigque qui restaure,
& l'obscurité, une certaine fertilité du champignon. Plus précisément, cette
action semble se situer sur l'initiation de nombreuses ébauches sexuées dont
le faible taux de maturation souligne l'insuffisance du P310 a se substituer
complétement aux éclairements indispensables. Ce xrdle peut &tre assumé par
des mycosporines, autres que celle extraite du N. galligena ; a fraction
azotée différente. L'influence du chromophore (cyclohéxénone) n'a pas été
envisagée, en raison des faibles quantités isolées de ce produit.

- au niveau du métabolisme intermédiaire ou de la synthése des stérols, la
mycosporine accentue les effets de la lumiére. Ainsi, en réprimant 1l'isoci-
trate lyase, le P310 provoque l'augmentation des valeurs du rapport entre

les activités de l'isocitrate deshydrogénase et de l'isocitratase. Par
ailleurs, l'apport exogéne de mycosporine réduit le “"pool" des stérols libres,

tout en restaurant l'équilibre entre les stérols AS5,7 (ergostérol) et AS
(cholestérol, lichestérol) tel qu'il est défini dans les thalles irradiés.
Finalement, en regard des multiples hypoth2ses proposées par les auteurs
intéressés au rd8le des mycosporines, nous pouvons conclure que le P310 agit
sur le métabolisme dans le méme sens que la lumidre et trds précisément en

réprimant la synthése de l'isocitrate lyase.

Sur ce plan se confirme le rSle photomimétique de la mycosporine dans la

photoinduction périthéciale du N. galligena.






CONCLUSIONS GENERALES

L'étude de la reproduction sexude in vitho du lNectria galligena, démontre

la complexité des déterminants de ce phénoméhe.

Ainsi, la production périthéciale dépend de l1l'influence, Simultanée et
optimale, de nombreux facteurs :
- elle résulte de la compatibilité génétique de souches monoascospores
~ elle nécessite des conditions trophiques équilibrées, soit sous forme de cer-
tains substrats naturels (décoction avoine-blé 40 g/l),soit fournies par un mi-
lieu synthétique dont certains microéléments (le zinc en particulier)et le rap-
port carbone-azote jouent un réle particulier.
- elle se réalise sous des températures constantes de 10°C 3 22°C mais optimale
de 18°C. Une élévation de la température au deld de 25°C entraine la stérilité
sexuée du champignon. \
- elle est strictement photodépendante et la qualité de la lumidre fournie parait
primordiale. Dans ce cas, des radiations lumineuses proches de 320 nm, 370 nm,
420 nm, 450 nm et 480 nm induisent le plus grand nombre d'ascocarpes si elles sont
appliquées a un moment particulier du développement, soit durant le temps ol le

gamétophyte végétatif peut &tre sexualisé.

L'ensemble de ces exigences démontre l'antagonisme entre l'é&volution sporo-
phytique concrétisée par la formation des ascocarpes fertiles et le développement i
gamétophytique du champignon dont la croissance mycélienne et la conidiogenése
peuvent s'accomplir dans un environnement trés différent, voire inhibiteur, de
celui nécessaire a sa sexualisation. Ces résultats ont permis de définir :

- cytologiquement, les principales étapes de la morphogense sexuée. Ainsi appa-
ralt l'intérét au plan systématique d'une telle étude ontogénique qui permet de
classeré sans aucun doute, le N. galligena parmi les Pyrenomycétes Ascoloculaires

ou Loculoascomycétes.
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- les modalités thermiques et lumineuses propres aux €tapes primordiales de la
différenciation périthéciale

- les conséquences métaboliques de la photoinduction de la fructification parfait
Celles-ci se traduisent notamment pas la production de P310 ou mycosporine. L'étu
de ce composé révéle que sa biosynthése est tributaire des mémes besoins lumineux
que ceux nécessaires a la sexualisation. En outre, additionnée en faible quantité
au milieu cultural, la mycosporine peut remplacer l'éclairement pour induire la
formation d'ascocarpes. Cette substitution se concrétise par des modifications |

de certaines activités enzymatiques (isocitrate déshydrogénase et isocitratase)

ou de la teneur en stérols des mycéliums du N. galligena. Ces mémes orientations

métaboliques sont provoquées, a un degré moindre, par l'irradiation des cultures
dont l’'activité bioclogique est pourtant supérieure. Ces résultats démontrent

la complexité de la photorégulation sexuée dont la mycosporine ne représente gu'u

élément.

Le rdle de la lumire sur la formation du P310 et des ascocarpes pose le
probléme de l'absorption des radiations & l'origine de ces deux processus. Les
spectres d'activité et certains essais (dosage et inhibition des flavines) .pré-

sument de la nature flavoprotéique du systdme photorécepteur du N. galligena.

Ce travail doit nous permettre d’aborder, dans des conditions trés précises
les nombreuses questions qui demeurent, au sujet du déterminisme sexué, chez le
N. galligena :

- cytologie des structures sexuées abortives observées dans divers cas expérimen-
taux

- physiolegies respectives de l'induction et de la maturation périthéciale

- investigations plus complétes de l'action de la mycosporine au niveau enzymatic

- recherche des éléments qui, complémentaires & la mycosporine, assurent l'activi

optimale des rayonnements lumineux sur la production périthéciale.

Des études similaires, réalisées chez le Nectria ditissima ou en cours pour
le N. coecinea, également appliquées & d'autres espéces du genre, devraient nous

permettre de définir, sur un plan plus général, le déterminisme sexué des Nectric
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L'obtention du cycle sexué de 1'Ascomycéte Nectria galligena Bres.
a permis de déterminer, outre les conditions génétiques indispensa-
bles & sa bonne réalisation, 1'équilibre harmonieux des facteurs
nutritifs et physiques (température, lumiére) nécessaire a la for-
mation des ascocarpes.

I1 en est résulté une étude de 1l'ontogénie des péritheéces, la mise

au point d'un milieu de culture synthétique conduisant & une connais-
sance précise des besoins en matiére de l'organisme et & une défini-
tion compléte des conditions optimales de température et d'éclaire-
ment favorisant la sexualisation.

L'étude de la photoinduction des ascocarpes permet de conclure a
1'activité principale de cinq radiations proches UV et bleues (320,
370, 420, 450 et 480 nm). Par confrontation de ces résultats avec
les spectres d'absorption du mycélium {n vAivo ou de ses extraits,
sont discutées certaines hypothéses relatives a la nature du systeme
photorécepteur. Simultanément, il a été détecté, exclusivement dans
les thalles irradiés fertiles, un composé dénommé P310 et identifié,
chez le N. galligena, & la mycosporine sérinol.

Les diverses relations : teneur en mycosporine des mycéliums, simili-
tude des exigences lumineuses de la biosynthése du P310 et de la re-
production sexuée, activité morphogéne photomimétique du P310, démon-
trent que la mycosporine représente un des facteurs internes du déter-
minisme sexué. Cette recherche, complétée par la mesure Ln vitho de
certaines activités enzymatiques et par 1'analyse du contenu stéro-—
lique du champignon, précise le métabolisme différent des thalles sexués
photoinduits comparé a celui des cultures demeurant stériles. A ce ni-
veau, la mycosporine qui, additionnée au substrat nutritif du champignon
maintenu i 1'obscurité, restaure partiellement la fertilité de celui-ci,
provoque également (répression de la synthése de l'isocitrate=lyase, ré-
duction du pool des stérols libres) des changements métaboliques dont
1'orientation rappelle 1'effet de la lumiére. Ainsi peut &étre établi

le role de la mycosporine en tant que relais métabolique entre 1l'énergie
photonique captée et la reproduction photodépendante du champignon.
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