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Pyeno genesis in Phomopsis mali

Abstraet. Light induces the formation of pyenidia in Phomopsis mali. The induction caused
by light can be conserved in darkness. The size and quantity of pyenidia vary with the illumi-
nance. Under low and high illuminances physiologically different pycnidia appear. Phomopsis
mali cultivated in darkness in the presence of other microorganisms (fungi or bacteria) can
fructify and produces pycnidia similar to those formed under low illuminance and in netural
conditions. Our experiments indicate the presence of a pycnogenesis-inducing substance that
can exists in different forms and induces the formation of the different pyenidia.

L’importance de la lumiére sur la vie des champignons a été soulignée
par de nombreux auteurs; ce facteur influence aussi bien la croissance que la
fructification (CarLILE 1965). La lumiére proche U.V. s’est révélée rapide-
ment la longueur d’onde la plus efficace, et son influence sur la fructification
a été trés tOt mise en évidence sur des espéces différentes (STEVENs 1928,
Jory 1962, LEACH 1962a et 1962D).

La plupart des études faites sur la fructification portent sur les Adelo-
mycétes. Cependant il semble que dans la plupart des cas étudiés, il y ait
peu de distinction entre la formation des conidiophores et pycnides d’une
part, et les conidies et pycnospores d’autre part. Pourtant il apparait que
ces deux processus sont bien distinets; ils réclament en effect des conditions
thermiques ou lumineuses différentes (TRIONE et LEACH 1969, ONESIROSAN
et BANTTARI 1969, VARGAS et WiLcoxsoN 1969, ZiMMER et McKEEN 1969,
EmmaNourLipis 1970). Il semble donc qu’il faille séparer I’étude de I'induction
des pycnides de celle des pycnospores.

Les résultats présentés ci-dessous concernent uniquement la formation
des pycnides chez Phomopsis mali. On examinera leur induction a la lumiére
et & ’obscurité.

* Adresse actuelle: Laboratoire Ecologie Végétale, Université Paris-Sud, 91405 Orsay, France.
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Materiel e¢ Méthodes

Nous avons utilisé une souche de Phomopsis mali isvlée & partir de la mycoflore de bourgeons
apparemment sains de figuier de I'T.N.A. d’Alger.

Les cultures sont faites dans des boites de Petri de 9 em de diamétre contenant 20 ml de malt
gélosé & 2 9. Elles sont placées dans une salle de culture & une température de 23 -+ 1 °C sous
un éclairement maximum de 1 500 Ix donné par des tubes fluoreseents » lumiére du jour «. On peut
réaliser au niveau de chaque boite de Petri différents niveaux d’éclairement en les placant dans
des sacs faits avec une épaisseur différente de papier blanc. L’obscurité totale est obtenue & 'aide
de sacs faits de papier noir.

Résultats

A — Influenece de la lumiére sur la formation des pyenides
1) Influence des différents niveaux d’éciairements

L’influence des différents niveaux d’éclairements sur la pycnogenese
a déja été étudide (RIcHARDS 1951, CaLroUZOS et Lapts 1970); il a été montré
que l'augmentation du niveau d’éclairement provoque une augmentation
de 'intensité du phénoméne jusqu’a I'apparition d’un plateau. On a obtenu
sur Phomopsis mali des résultats analogues.

La fig. 1 présente les résultats obtenus dans deux expériences différentes,
résultats qui ont été identiques. Une série de 4 boites de Petri dans chaque
condition est mise 3 jours & 'obscurité, puis exposée respectivement pendant
15 jours sous 7 éclairements différents : 0 (obscurité), 25, 50, 100, 250, 500 et
1 500 1x. On constate que la quantité totale des pycnides augmente avec le
niveau d’éclairement. Aux faibles intensités se forment de grosses»pyc-
nides« dont le mode du diamétre est de 0,9 mm environ, elles se trouvent
4 la surface du milieu de culture. Aux plus forts éclairements se forment
de »petites pycnides« dont le mode du diameétre est de 0,1 mm environ,
elles se trouvent enfoncées dans le milieu de culture.
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Fig. 1. Variation du nombre de pyecnides par boites de petri en fonetion du niveau de I’éclairement.
Fig. 2. Variation du nombre de pycnides compté en fin de période expérimentale par boite de petri,
en fonction de la longueur de la période d’exposition & la lumicre.
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Les courbes de la fig. 1 montrent que la proportion de 'une et de ’autre
forme de pycnides varie en fonction de I’énergie re¢ue. La quantité des
grosses pycnides passe par un maximum pour un éclairement de 50 Lux
puis disparait complétement sous un éclairement de 1 500 Ix. Les »petites
pycnides« n’apparaissent que lorsque I’éclairement est d’environ 100 Ix et
augmente pour atteindre un plateau vers 1 500 Ix.

La lumiére a donc au moins deux effets sur la pycnogenése; d’une part son
augmentation provoque I'accroissement de l'intensité du phénoméne, d’autre
part faibles et forts éclairement provoquent 'apparition de deux formes
distinctes de pycnides physiologiquement différentes; en effet dans les con-
ditions thermiques de notre salle de culture, nous avons observé en fin
de croissance des spores et des cirrhes chez les »grosses pycnides«, mais non
chez les »petites pycnides«.

On a vérifié, par ailleurs, dans d’autres expériences que toutes les cultures
faites sous un éclairement inférieur & 50 1x présentaient exclusivement des
»grosses pycnides« et celles faites sous 1 500 1x uniquement des »petites
pycnides«.

2) Effets de périodes lumineuses de longueurs difiérentes appliquées dés le début de la croissanee
sur la pyenogenése

On a cherché & savoir le temps minimum pour que se réalise 'induction
de la pycnogenése par la lumiere. Quarante boites de Petri ensemencées
sont placées 3 jours a l'obscurité; aprés cette période on les réparties en
10 lots: un lot conservé continuellement a I'obscurité et neuf lots subissant
respectivement 8 h, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 et 8 jours de lumiére (1 500 I1x). A la fin
de cette période lumineuse, les boites sont replacées & 'obscurité jusqu’a la fin
des manipulations.

La fig. 2 illustre les résultats obtenus. On constate qu'une longueur
minimale située entre 8 et 24 h d’éclairement est nécessaire pour que se réalise
Pinduction de la pycnogenése. Aprés ce temps le nombre des pycnides formées
augmente avec la durée de I'exposition & la lumiére pour atteindre un plateau.

Les boites ayant subi 1 et 2 jours d’éclairement ne présentaient au moment
de leur remise & 'obscurité de pycnide; ces derniéres apparaissent aprés
quelques jours. Le processus induit & la lumiére conduisant a la pycnogenése,
se maintient donc & I’obscurité.

3) Eifets de photopériodes différentes sur la pyenogenése

Quatre lots de 4 boites éclairées & 1 500 Ix sont soumis & 4 photopériodes
différentes: 4, 8, 16, 24 h. Dans tous les cas les boites de Petri sont placées
3 jours & 'obscurité apres le repiquage du mycelium.

La fig. 3 montre que plus la photopériode est grande, plus le nombre des
pycnides qui apparait est important. Un éclairement continu est donc dans
le cas de Phomopsis mali favorable & la plus grande production de pycnides.
L’effet de la photopériode a été déja noté et il est généralement admis qu’une
photopériode de 12 h favorise la fructification de la plupart des champignons
de la flore parasite des semences (NEERGAARD 1971).

En tenant compte de la surface du mycelium & un moment donné et de la
longueur de la photopériode, on a calculé le nombre des pycnides formées
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Fig. 3. Evolution du nombre de pycnides par boites de petri en fonetion du temps chez des cultures
exposées sous différentes photopériodes:

@® — 4 h de lumitre, 20 h d’obscurité; 0 — 8 h de lumisre, 16 h d’obscurité; [ff — 16 h de lu-
miére, 8 h d’obscurité; ] — 24 h de lumiére.

Fig. 4. Evolution du nombre de pycnides en fonction de la quantité d’éclairement recue par le my-
celium (lx em~2 h~1) chez des cultures exposées sous différentes photopériodes: @ — 4 h de lu-
miére, 20 h d’obseurité; 0 — 8 h de lumiére, 16 h d’obscurité; — 16 h de lumiére, 8 h d’ob-
scurité; [] — 24 h de lumiére.

en fonction de la quantité de 1’éclairement regu aux différents moments
de la croissance dans les quatre conditions de cultures. La fig. 4 montre
I'évolution du nombre des pycnides formées en fonction de la quantité
de ’éclairement regu. On constate que la relation obtenue est différente dans
les 4 conditions étudiées. Cette observation suggére que chaque photopériode
a une action spécifique sur la pycnogenése.
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On a calculé le rendement (Quantité des pycnides formées/Energie recue),
dans chaque condition au cours de la croissance. La fig. 5 représente les
résultats obtenus. On constate que le rendement dans les premiers jours de la
croissance (jisqu’au onziéme jour) est d’autant plus grand que la photo-
période est longue. En fin de croissance le rendement de la photopériode
de 24 h égalise celui de la photopériode de 8 h. A partir du douziéme jour
la vitesse des réactions impliquées dans la pycnogenése est la plusgrandeen 16 h,
tout apport d’énergie supplémentaire est alors perdu; ceci implique une baisse
de rendement en lumiére continue.

B — Induction de Ia pyenogenése A 'obscurité

Dans les conditions expérimentales Phomopsis mali en culture pureeten
absence de lumiére ne réalise pas la pycnogenése. Cependant lorsqu’il se
trouve en culture mixte avec certains microorganismes, champignons ou
bactéries, il peut réaliser sa pycnogenése.

Nous avons cultivé dans les mémes boites de Petri Phomopsis mali avec
Sterigmatocystis nigra, Penicillium italicum, Phoma sp. et deux Bactéries
de la flore banale de I'eau de la ville d’Alger. Ces champignons sont capables
de fructifier en obscurité. Dans tous les cas nous avons constaté aprés un
mois de culture en obscurité la formation de »grosses pycnides« superficielles
P acées de préférence dans la zone de contact entre les deux microorganismes.
Durant ce méme temps les lots témoins ne donnent pas des pycnides. On
a constaté encore que Sterigmatocystis nigra est le plus efficace pour réaliser
Iinduction & 'obscurité de la pycnogenése de Phomopsis mals.

Il est bien connu qu’il ne se forme pas d’anastomoses entre champignons
d’especes différentes (LANGERON et VANBEREUSEGHEM 1952). Nous avons
de plus cherché des anastomoses entre ces espéces en culture mixte, mais
nous n’avons pas pu en décéler.

Tout se passe donc comme si une substance diffusant & partir du mycélium
capable de fructifier en obscurité, passait dans le milieu de culture, puis
dans le mycélium de Phomopsis mali pour provoquer sa pycnogenese.

Lorsque de telles cultures mixtes de Phomopsis mali et Sterigmatocystis
nigra sont exposées 3 la lumiére, il se forme de »grosses pycnides« et de
»petites pycnides« sur le mycélium de Phomopsis mali. Cependant une zone
entourant les »grosses pycnides« s’en trouve totalement dépourvue. Il ap-
parait donc que la présence des »grosses pycnides« inhibe la formation des
»petites pycnides«.

Conelusion et diseussion générales

Les résultats ci-dessus mettent en évidence I'importance de la lumiére
dans la pycnogenése de Phomopsis mali; en effet cultivé seul et en obscurité il
ne forme pas de pycnides; il a besoin de la lumiére pour son induction.
Ce champignon se comporte a cet égard comme Ascochyta pisi (LEACH
1962b), Trichoseptoria fructigena (EMMANOUILIDIS 1970), Septoria nodorum
(Carrouzos et Laris 1970), Septoria tritici (Cook et GARETH 1970) et Diplodia
natalensis (EMMANOUILIDIS et CORNIC, résultats non publiés).

L’influence de l'intensité lumineuse déja étudiée par d’autres auteurs
(RicHARDS 1951, CaLpovuzos et Laprs 1970), a permis ici de distinguer la
formation de deux sortes de pycnides induites & des niveaux d’énergie lu-
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mineuse différents: des »grosses pycnides« et des »petites pycnides«. Les
»grosses pycnides« sont analogues & celles que le champignon forme habituel-
lement dans son habitat naturel. Ces deux sortes de pycnides sont physiologi-
quement différentes; en effet les »grosses pycnides« sporulent dans les con-
ditions de notre salle de culture alors que les »petites pycnides« dans les
mémes conditions ne sporulent jamais.

L’expérience décrite par la fig. 2 suggére que la lumiére induit dans le
mycélium des modifications qui préparent un processus conduisant & la
pycnogeneése, et que ces modifications se conservent a ’obscurité; il semble
donc que la lumiére provoque dans le mycélium une modification durable
du métabolisme (CARLILE 1965).

D’autre part nos résultats montrent également qu’il est possible d’obtenir
la pycnogenése chez Phomopsis mali a 1’obscurité en présence d’autres
microorganismes champignons ou bactéries. Dans ce cas les pycnides formées
sont semblables & celles qui apparaissent sous faibles éclairements. Etant
donné que les mycéliums d’espéces fongiques différentes ne forment pas
d’anastomoses entre eux on est amené a supposer 'existence d’une substance
inductrice de la pycnogenése émise par les champignons fructifiant
al’obscurité et remplaqant le réle joué par la lumiére. D’aprés nos expériences
il est évident qu'une telle substance ne serait pas spécifique d’une espéce
fongique ni méme des champignons seulement.

11 est donc probable que la lumiére puisse modifier le métabolisme par
I'intermédiaire d’une substance particuliére dont elle provoquerait la synthése.
TRIONE et al. (1966), par ailleurs, ont isolé une substance chez plusieurs
champignons avec un pic d’absorption caractéristique & 310 nm; cette sub-
stance appelée »P310« se formerait dans le mycélium éclairé et dans quelques
champignons sporulant a P'obscurité. Cependant cette substance ne diffuse
pas dans le milieu de culture; de plus Varcas et WiLcoxson (1969) utilisant
»P310« n’obtiennent aucune fructification chez Helminthosposium dictioides.
11 semble qu’il faille d’autres recherches avant que la nature exacte des sub-
stances inductrices soit bien connue.

L’étude des photopériodes de longueurs différentes indique 1’action
spécifique de chaque photopériode utilisée; de plus elle montre que le rende-
ment de la lumiére augmente progressivement avec la longueur de la photo-
période; vers la fin de la croissance elle atteint un maximum dans la photo-
période de 16 h. Pour des durées journaliéres d’éclairement supérieures
a 16h, la lumiére n’est plus utilisés avec la méme efficacité. On peut supposer
qu’alors, une réaction couplée & la réeeption de 1’énergie tend & devenir
limitante.

Il est vraisemblable que le récepteur de I’énergie lumineuse absorbe pré-
férentiellement dans les proches U.V.; en effet les effets de ces longueurs
d’ondes sur la sporulation des champignons sont bien connus (LEACH 1963,
1964 et 1968).

Enfin au cours de ces manipulations on a pu constater qu’un traumatisme
du myecélium favorisait la formation des »grosses pycnides« sur la zone laissé
du mycélium favorisait la formation des»grosses pycnides« sur lazonelaissée
sous fort éclairement. La proximité d’une paroi favorise également la pro-
duction des »grosses pycnidesc.
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Ces études soulignent l'importance de la lumiére dans la pycnogenése
de Phomopsis mali, et montre qu’il est vraisemblable qu’elle implique I'inter-
vention d’une substance spécifique induisant la formation des pycnides.

Cependant ces études demandent & étre complétées, en effet dans quelle
mesure la substance mise en évidence ici correspond & »P310« décrite par
TRIONE ef al. (1966) et quelle serait sa nature. D’autre part dans quelle mesure
la différence physiologique observée sur les pycnides concernant la sporulation
se traduit-elle sur le plan anatomique? Doit on, enfin envisager des substances
inductrices différentes, induisant les différentes formes des pycnides?
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Svétlo indukovalo tvorbu pyknidii uw Phomopsis mali. Tato indukce se udrzovala 1 ve tmé.
Podle intensity svétla se ménil tvar a mnoZstvi pyknidii i jejich fyziologické vlastnosti. Pri
kultivaci ve tmé v pfitomnosti jinyeh mikroorganisma (hub nebo bakterii) Phomopsis mali
vytvaiela pyknidie podobné jako pri nizkém osvétleni. Pokusy prokézaly existenci riznych
faktora indukujicich tvorbu pyknydii, a to pyknidii razného charakteru.



