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Elude de la formation des peritheces de Gaeumannomyces
graminis (Sacc.) von Arx et Olivier en milieu artificiel

et mise au point d'une technique d'immersion
des cultures pour leur formation induite

Par Daniel Gindrat

Stations federates d'essais agricoles, Lausanne, et Institut de botanique
generale, University de Geneve

Manuscrit re9U le 8 mars 1966

I. Introduction

L'obtention, en culture pure et en milieu synthetique, des peritheces
de Gaeumannomyces graminis (Sacc.) von Arx et Olivier Ophiobolus
graminis Sacc. Linocarpon cariceti B. et Br.), agent du pietin-echaudage
des cereales, est, au moins, d'une quadruple utilite:

1. Realisation de suspensions steriles d'ascospores en quantites
süffisantes pour des inoculations artificielles ou des recherches de physiologie
de la nutrition.

2. Etudes aisees de la Cytologie de la morphogenese des formes sexuelles.

3. Possibilites accrues de recherches d'ordre genetique.
4. Etude de la physiologie de la reproduction sexuee.

Les infections artificielles de grains de ble vivants donnent generalement
lieu a une abondante formation de peritheces sur les racines et collets des

plantules, et c'est la une methode utilisee pour obtenir des ascospores
destinees ä des etudes de virulence ou de genetique (Garrett, 1939,

Padwick, 1939, White, 1939, Brooks, 1964 et 1965).

Jusqu'ä ces dernieres annees, lorsque les auteurs ont tente d'obtenir
rapidement et regulierement des peritheces en cultures pures sur milieux
geloses, ils ont souvent echoue et n'ont observe que fort sporadiquement
des formations sexuees, les fructifications apparaissant tres irreguliere-
ment selon les souches utilisees. Relevons toutefois les succes de Davis
(1925), Eoex et Rosella (1930), Russell (1934), Bussmann (1936), et
prenons note des echecs de Defago (1942), Gilpatricket Henry (1949),
White et Zogg. Bussmann (1936) remarque une rapide degenerescence
de ses souches «fertiles» qui perdent, sur agar ä la farine d'avoine, leur
pouvoir de differenciation sexuelle spontanee en un mois a deux ans de
culture.
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Selon Henry (1961), F.II. Davies obtient des 1932 des peritheces de
G. graminis dans des cultures contaminees par une bacterie. Le meme
auteur et ses collaborateurs repetent et confirment cette experience et
demontrent que d'autres micro-organismes, dont certains champignons,
detiennent, generalement en association, la propriete d'induire la formation

de fructifications de G. graminis (Davies, Henry, Jackson et Gil-
patrick, 1948).

Un grand progres semblait avoir ete realise lorsque Weste et Thrower
(1963) demontrerent que G. graminis differencie peritheces et micro-
conidies en milieu synthetique gelose defini, dans des conditions d'eclai-
rage bien determinees.

De surcroit, l'incubation de cultures pendant sept jours sur milieu a
l'agar glucose a la pomme de terre et exposees en alternance a la lumiere
ultraviolette proche et a l'obscurite (phases de douze heures) induit des
fructifications (Leach, 1964). Brooks (1965) confirme ces observations.

Ces trois dernieres references montrent bien que la lumiere joue un
role preponderant dans l'apparition des peritheces de G. graminis.

Ahn de tester la fertilite de souches ayant ete l'objet de recherches
physiologiques (Gindrat, 1965), de verifier certaines donnees sur la
sexualite et d'en etablir eventuellement d'autres, nous nous sommes
livres a quelques sondages ayant pour but de determiner quelle etait la
methode la plus simple conduisant ä l'obtention relativement rapide
d'abondantes fructifications de G. graminis isole en Suisse.

II. Materiel

Certaines souches utilisees ont ete decrites precedemment (Gindrat,,
1965) et sont designees par les Nos 404 et 375. Des l'obtention des
peritheces de la seconde souche, celle-ci fut abandonnee dans ces recherches,
et nous nous sommes alors bornes a l'emploi du N° 404 dans la majorite
de nos essais.

Pour verifications accessoires, nous citerons plus loin les souches sui-
vantes:

406: isolee d'ascospores provenant de ble d'automne Prohelle en 1964 a
Landecy (Geneve).

410: isolee d'ascospores provenant de ble d'automne Cappelle en 1964 ä
Landecy (Geneve).

412: isolee d'ascospores provenant de ble d'automne Probus en 1964 ä
Sezenove (Geneve).

447: isolee d'ascospores provenant de ble d'automne Probus en 1965 a
Bofflens (Vaud).
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Les souches sont conservees sur un milieu ä l'extrait de malt (DrA. Wander,

Berne) 2% - agar 2%, le pH etant fixe ä 5,5.
L'inoculation des milieux sur lesquels la fertilite du champignon est

testee s'effectue a partir de cultures en tubes a essais de quinze jours.

KI. Resultats

1. Essais sur la plante-höte

Des peritheces sont aisement obtenus en infectant des semences de ble
selon la methode decrite par Pias man (1954) (souches 375, 404, 406, 410,
412 et 447); les fructifications sont visibles sur les racines des plantules
attaquees apres trente jours de culture. De meme, des cultures en flacons
Erlenmayer de la souche 404 sur de la paille de ble Probus doublement
sterilisee trente minutes ä 120 °C ä l'autoclave, et tres legerement humec-
tee d'eau distillee sterile, presentent des peritheces sur les tiges et les
feuilles en paille, ainsi que sur les parois des flacons, apres quarante-cinq
jours d'incubation aux conditions du laboratoire. Relevons que l'humi-
dite des flacons joue un role important dans la vitesse de croissance du
champignon: une humidite trop faible ou trop elevee inhibe tout develop-
pement.

Nous disposons ainsi d'une premiere methode d'obtention sterile des
peritheces de G. graminis, mais elle n'est guere avantageuse pour des
etudes precises, le substrat etant chimiquement complexe et les fructifications

peu aisement manipulables sterilement.

2. Essais en plaques de Petri en milieux semi-synthetiques

Nous n'avons jamais observe de peritheces (souches 375, 404 et 406)
en incubant les cultures au laboratoire ou sous un dispositif offrant un
eclairage et une temperature en accord avec ceux de Weste et Thrower
(1963), c'est-ä-dire de 700 ä 2500 lux fournis par des tubes fluorescents
Philips TL 40 W/33, temperature fixee a 22 °C, que 1'illumination soit
permanente ou alternee avec des phases d'obscurcissement (phases de
douze heures), des l'inoculation ou apres un sejour d'une semaine a
l'etuve obscure (22 °C). Les milieux envisages sont: malt-agar (voir plus
haut), farine de pois 1 % - malt 1 % - agar 2 %, extrait de pomme de terre
(realise au laboratoire) 1 % - glucose 1 % - agar 2 %. Le pH choisi est 5,5;
il s'agit de la valeur optimale pour la croissance de G. graminis, telle que
nous l'avons precisee anterieurement (Gindrat, 1965).

3. Essais avec une bacterie isolee de la rhizosphere du ble

Inspiree des resultats de Davies et al. (1948), cette experimentation
est menee avec la souche 412 de la maniere suivante:
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Lors de l'isolement de cette souche, des ascospores sont prelevees dans
des peritheces recueillis sur des racines de ble malade et ecrases dans une
goutte d'eau distillee sterile; elles sont done souillees de spores bacte-
riennes, eventuellement fongiques, presentes dans la rhizosphere de la
cereale. Ces ascospores sont deposees individuellement sur un milieu malt-
agar, dans des boites de Petri, et laissees en incubation aux conditions
du laboratoire. Les spores germent extremement facilement et, apres
quelques jours, une legere tache mycelienne s'observe ä leur emplacement.

Toutefois, ce mycelium est le plus souvent accompagne de colonies
bacteriennes, parfois fongiques, issues des spores contaminant les
peritheces primitifs d'isolement. Nous obtenons finalement des cultures
mixtes de G. graminis et d'autres micro-organismes tels que des bacteries
ou des champignons des genres Fusarium, Penicillium, Aspergillus,
Gladosporium, etc. Apres une vingtaine de jours d'incubation, certaines
plaques presentent de petites colonies bacteriennes plus ou moins circu-
laires et donnant l'aspect de petites gouttes cremeuses a la surface du
mycelium de G. graminis. L'observation de ces plages, ou le champignon
parait etre le commensal de la bacterie, a la loupe revele de nombreux
peritheces mürs ou en voie de maturation, visibles d'ailleurs ä l'oeil nu
(fig. 1), differences par des hyphes englues dans les colonies bacteriennes.
II s'agit ici d'un phenomene se deroulant sous un effet de contact entre
les deux micro-organismes. Les microconidies sont egalement presentes,
mais reparties dans l'ensemble des cultures.

Figure 1

Plaque d'isolement de la souche 412, milieu malt-agar. Peritheces de 6. graminis dans les
colonies bacteriennes. x ~ 0,7
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Apres isolement de la souche bacterienne (non identifiee), des cultures
mixtes de 0. graminis et de cet organisme sur malt-agar presentent des
peritheces murs, au contact intime des deux colonies, cela apres une
vingtaine de jours. II est ä noter que sur ce milieu, l'inoculation fongique
doit etre realisee tres pres de l'inoculum bacterien pour que ce dernier
puisse se developper en colonie florissante. Aucune colonie ne se developpe
si la bacterie est inoculee seule. II y a en quelque sorte utilisation du
champignon par la bacterie en vue de son developpement, puis utilisation
de la bacterie par 0. graminis pour la differentiation sexuelle de celui-ci.
Des etudes plus poussees pourraient peut-etre reveler un phenomene de
symbiose partielle.

Des essais de conservation de la souche bacterienne en culture pure
ont echoue sur les milieux utilises a base de KNOa, de saccharose, de
glucose, de peptone, d'extraits de levure et de malt.

4. Essais en boites de Petri sur milieu synthetique, avec traitement par
la lumiere

Nous basant sur les donnees fournies par Weste et Thrower (1963),
nous avons tente de repeter cette experience sur la souche 404. Nous
avons repris le milieu synthetique indique par ces auteurs, contenant
1 % de glucose et 0,2 % d'asparagine, et soumis les cultures aux conditions
suivantes: des l'inoculation, incubation des boites a l'obscurite a 22 °C
jusqu'ä ce que la surface totale du milieu soit recouverte par le champignon

; nous designerons ce Stade de developpement par la lettre M (stade
de croissance lineaire Maximum). Les cultures sont ensuite soumises a
1 eclairage auquel il est fait allusion plus haut (intensite de 1400 lux),
alternant avec des phases d'obscurite (douze heures d'illumination, douze
heures d'obscurite); la temperature est maintenue a 22 °C. Cette serie est
appelee O-L (Obscurite-Lumiere). Une serie de cultures est maintenue
constamment ä l'obscurite des l'inoculation (0), une autre constamment a
1 eclairage alterne (L). Vingt-cinq jours apres le stade M, nous contrölons
les cultures:

Serie O-L: quelques peritheces apparaissent au fond des plaques, ä
l'interieur du milieu gelose, les becs Orientes vers la surface de la culture
soumise a l'illumination. Trois plaques sur dix offrent ce phenomene, et
nous n'observons guere plus de dix peritheces par plaque fertile. Le
mycelium aerien, relativement bien fourni et recouvrant un mycelium
prostre legerement pigmente de noir et differencie, par endroits, en
faisceaux de larges hyphes de couleur foncee, presente une sporulation
assez abondante des conidies de la forme imparfaite de G. graminis,
Phialophora radicicola Cain (Lemaire et Ponchet, 1963).
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Serie 0: aucune fructification n'est observee. La sporulation microco-
nidienne est nulle. Le mycelium est blanchätre, exempt de toute pigmentation

visible.

Serie L: huit plaques sur dix presentent des cultures fertiles, et toutes

sporulent. Les peritheces sont formes en quantites relativement faibles

(moins de cent par boite) au fond du milieu nutritif, les bees offrant le

phototropisme positif signale dans la serie O-L. Mais un fait remarquable
est observe: Les couvercles des boites portent, sur leurface interne, des goutte-

lettes d'eau de condensation suspendues au-dessus des cultures; ces gouttes

sont parfois tombees, sous l'effet de la pesanteur, sur le mycelium, ont ecrase

les hyphes aeriens, et ont laisse une empreinte bien visible sur les cultures.

Des nids de perithece-s parfaitement murs ont surgi dans la plupart de ces

taches. II s'agit lä du seul cas d'apparition de fructifications en surface

dans cet essai (fig. 2).

Figure 2

A gauche: peritheces developpes en surface dans les taches d'humidite laissees par la chute
de gouttes d'eau de condensation

Adroite: temoin sans taches d'humidite. Peritheces enprofondeur visibles. Pas de peri¬

theces en surface, x 0,3

L'induction de fructifications en surface peut etre, dans cet essai,

l'effet de l'humidification du mycelium par l'eau de condensation ou

simplement une consequence de la blessuxe mecanique des hyphes aeriens

par la chute des gouttelettes. Nous excluons cette seconde hypothese,

car une repetition de cette experience avec administration de gouttes
d'eau distillee sterile sur des cultures O-L au stade M provoque l'apparition
de peritheces, tandis que l'aplatissement du mycelium de cultures jumel-
les par une spatule de verre sterile est absolument inefficace.

L'experience de Weste et Thrower ne nous a done pas donne entiere

satisfaction, dans les conditions de notre experimentation bien entendu,

puisque le nombre de peritheces apparus sous l'effet de la lumiere seule

(peritheces de profondeur) etait insuffisant, et les fructifications difficile-
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ment observables parce que dissimulees dans l'agar, et inatteignables
sans de gros dommages pour les cultures (etude des Stades de developpe-
ment des peritheces, par exemple). Toutefois, l'effet favorable de l'humidi-
fication du mycelium nous a incites a examiner de plus pres le role de
l'eau dans l'induction des processus sexuels de G. graminis.

5. Induction de la morphogenese peritheciale et microconidienne par
immersion des cultures

L'observation de l'«accident» survenu dans l'experience precedente et
ayant abouti a la formation de fructifications de surface aisement
observables et manipulables nous a suggere d'appliquer a G. graminis un traite-
ment inspire de la technique d'induction de la conidiation d'Alternaria
brassicae (Berk.) Sacc. mise au point par Billotte (1963) d'apres une
methode utilisee avec Alternaria solani (Ell. et Mont.) Jones et Grout par
Ludwig, Richardson et Unwin (1962). Cette methode consiste ä
proceder au lavage des cultures a l'eau courante durant quelques heures
et a la mise en dessiccation lente, les hoites restant ouvertes et retournees,
sur un panneau de bois. L'action favorable de l'immersion sur la sporula-
tion et la fructification des Ascomycetes est connue depuis longtemps
(Dodge, 1932, Dimock, 1937, Foster, McDaniel, Woodruff et
Stokes, 1945, Hwang, Hansen et Snyder, 1947, Cappellini et
Peterson, 1965).

Nous avons procede de la maniere suivante:

Des cultures en boites de Petri de la souche 404 y monospore en milieu
minimum optimum pour G. graminis (Gindrat, 1965), mais contenant
1% de glucose et 0,2% d'asparagine (Weste et Thrower, 1963) sont
mises en incubation a l'etuve a 22 °C jusqu'au stade M (13 jours). Les
couvercles ayant ete retires, elles sont alors plongees, sans precautions
d'asepsie (Billotte, 1963) dans un bac de plastique contenant de l'eau
du robinet (pH 7,0)al5°C. Le bac est recouvert d'une plaque de verre
destinee ä proteger le dispositif de la poussiere et laisse dans le labora-
toire ä la lumiere du jour pendant quarante-huit heures. Les cultures
sont alors rapidement egouttees et retournees sur un papier buvard repo-
sant sur un plateau de bois croise. Apres six jours, sept cultures sur dix
presentent, notamment dans une zone equivalant a une bände peripherique
de 3 cm de largeur, des properitheces de surface plus ou moins abondants.
Apres quinze jours, ces sept cultures fertiles ont differencie des peritheces
murs dont la repartition et le nombre sont toutefois variables: de deux
cents a plusieurs milliers de peritheces repartis uniformement sur toute
la culture ou encore par nids (fig. 3). Nous observons egalement des
formations sexuelles en profondeur, les bees etant cette fois Orientes vers le
fond de la plaque retouxnee et confirmant ainsi leur phototropisme posi-

163



tif. Les microconidies sont abondantes; des essais de germination ont
toutefois toujours echoue.

Figure 3

Peritheces de la souche 404 y monospore a differents Stades de developpement, induits en

milieu synthetique sous l'effet de l'immersion et de la dessiccation septiques. Jusqu'a
rimmersion, obscurite totale; des l'immersion, incubation a la lumiere du laboratoire.

x r**/ 0,6

Nous sommes ainsi en possession d'une methode rapide d'obtention des

peritheces de G. graminis en grandes quantites et aux conditions du
laboratoire. Cette methode se heurte toutefois a deux objections majeures:

1. Les cultures ne sont pas steriles et les fructifications pourraient avoir
6te induites par la presence d'autres micro-organismes, par exemple une
bacterie semblable a celle dont il est question dans l'essai 3.

2. L'eau du robinet est chimiquement impure: son utilisation exclut
la possibility de recherches physiologiques precises.

En outre, l'irregularite dans la quantite et la distribution topographi-
que des peritheces est un phenomene qu'il conviendrait d'eclaircir pour
obtenir d'une maniere plus precise les formes sexuelles de G. graminis.
Ce probleme est souleve dans la discussion du present travail.

Pour repondre aux deux premieres objections, nous avons realise

l'essai suivant: six tubes ä essais contenant des cultures de la souche 404 y
incubees a l'obscurite et parvenues au stade M sont emplis aseptiquement
d'eau distillee sterile a 15 °C, rebouches et laisses quarante-huit heures au
laboratoire. lis sont ensuite vides de l'eau au moyen d'une seringue
sterilisee, bouches a nouveau et disposes au laboratoire pour des observations

ulterieures. Dix jours apres l'immersion, les initiales des peritheces
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apparaissent dans la partie superieure de chaque culture; quinze jours
apres oette observation, des peritheces sont a leur tour visibles dans
l'agar, dans la partie mediane des cultures, et sur la paroi opposee au.

milieu nutritif (fig. 4). Un decomptage rapide indique une moyenne arith-
metique de 75 peritheces (extremes inferieurs et superieurs 40 et 200)

par tube a essai. Relevons d'autre part l'abondance de la sporulation sur
toute la surface des cultures. Des tubes n'ayant pas subi l'immersion ne
presentent aucune fructification, mais une legere sporulation. Ainsi,
Faction de micro-organismes contaminants ou de corps chimiques apportes
par l'eau d'immersion est exclue. Quantitativement, cette production de
fructifications parait faible; mais en admettant que le rapport des surfaces
nutritives entre un milieu coule dans un tube ä essai et un milieu prepare
dans une boite de Petri est d'environ un huitieme, 75 peritheces dans
un tube correspondent ä 600 fructifications en boite de Petri, ce qui
represente un nombre relativement important.

Figure 4

Peritheces de la souche 404 y monospore a differents Stades de developpement, induits
sterilement en tube ä essai (milieu synthetique) sous l'effet de l'immersion et de la dessicca-
tion lente. Incubation des l'immersion ä la lumiere du laboratoire. Relever la presence de

cristaux dans la partie superieure du cliche, x 2,0

Cette technique d'immersion sterile des cultures peut etre egalement
utilisee en plaques de Petri. L'introduction de l'eau distillee sterile dans
les plaques s'effectue alors ä l'aide d'une seringue sterilisee, de meme que
son retrait. La dessiccation lente apres immersion est realisee sur des
feuilles de papier buvard sterilisees. Les manipulations sont longues en
raison des nombreux risques d'infections qui peuvent par ailleurs etre
controles par l'utilisation simultanee de plaques «vierges» contenant le
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Figure 5

Properitheces de 0. graminis induits sterilement en cultures sur lames (milieu syMt.het ique).
Souche 404 y monospore.

a) Culture vivante dix jours aprfes la fin de l'immersion de quarante-huit heures. x 1,5
b) Preparation montee cinq jours apres la fin de rimmersion de quarante-huit heures. x 80
c) Preparation mont6e cinq jours apres la fin de rimmersion de quarante-huit heures;
relever la presence de microconidies dans la proximite immediate du properithece. x 336
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milieu nutritif non ensemence. L'eau sterile est administree a 15 °C,
des temperatures superieures ralentissant la production de peritheces,
tandis que des temperatures inferieures (etudiees jusqu'a 8 °C) ne l'aug-
mentent pas sensiblement. Notons en outre que les microconidies sont
abondantes sur toutes les cultures (404 y et 412) immergees sterilement;
leur presence n'est pas seulement decelee en surface, mais aussi dans le

milieu gelose. Cette double localisation est ä rapprocher de celle des

peritheces. II est ä relever que les memes essais d'induction a l'obscuritd
ont echoue.

6. Induction des formes sexuelles et des microconidies sur lames gelosees

Langeron recommande la technique des cultures sur lames gelosees

pour l'etude morphologique des champignons filamenteux et des levures
(1945). Nous avons adapte cette technique a nos recherches sur l'induction
des peritheces de 0. graminis en procedant de la maniere suivante:

Des cultures de la souche 404 y incubees cinq jours ä l'obscurite sur
lames en milieu synthetique (avec 1 % de glucose et 0,2% d'asparagine),
sont immergees quarante-huit heures soit dans l'eau courante, soit,
aseptiquement, dans de l'eau distillee sterile, versee dans un cristallisoir
(temperature 15 °C), puis mises a nouveau en incubation, mais au
laboratoire, afin de fournir dans cette phase finale un minimum de lumiere
au champignon. Apres quatre jours d'incubation, les lames sont fixees,
colorees au bleu coton acetique, puis montees (Langeron, 1945) pour
l'observation microscopique. Le milieu de montage choisi est le produit
Euparal (Flatters & Garnett Ltd., Manchester). Les preparations revelent
regulierement des properitheces ä divers stades (fig. 5). Toutes les cultures
sporulent en d'abondantes microconidies, et les arbuseules de conidio-
phores sont particulierement bien visibles (fig. 6).

Figure 6

Microconidies de Q. graminis observees sur une preparation de culture en milieu synthetique
gelose sur lame mont6e un jour apres la fin de l'immersion de quarante-huit heures. Souche

404 y, x 336
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Jusqu'au montage, les cultures ont toujours ete incubees en milieu
relativement humide (3 ml d'eau distillee sterile recouvrant le fond des
boites de Petri contenant les lames gelosees) pour prevenir le desseche-
ment. Si nous laissons les cultures incuber dans l'eau sterile, des peritheces
se forment sur les lames immergees, accroches dans le mycelium qui a
pris un developpement considerable (fig. 7). Les microconidies sont abon-
dantes.

Figure 7

Peritheces en voie de formation dans le mycelium «aerien» d'une culture en milieu Bynthe-
tique sur lame immergee depuis seize jours dans l'eau distillee sterile. Souche 404 y

En etudiant d'une maniere tres elementaire le role de la lumiere dans la
formation des peritheces et des microconidies de 0. graminis cultive sur
lames gelosees, nous obtenons les resultats figurant dans le tableau 1 et
concernant la souche 404 y. La temperature ambiante est maintenue a
22 °C, tandis que l'intensite lumineuse est de 1100 lux.

Le tableau 1 indique que la lumiere est indispensable ä l'apparition des
peritheces de G. graminis dans les conditions quelque peu particulieres de
notre methode, mais qu'elle n'est finalement necessaire que pendant
l'incubation faisant suite a l'immersion (N° 6).
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Tableau 1

Influence de la lumiere blanche sur la formation des peritheces de Gaeumannomyces gra¬
minis induits par immersion sterile sur lames gelosees

Experimentation sur cinq lames pour chaque serie

Series1 Peritheces2 Microconidies
Pigmentation
du mycelium

1. — Presentes Lögäre
2. —+ _ — Presentes Prononcee
3. —+ + + + Presentes Prononcee
4. + — Präsentes Prononcee
5. + —+ + + + Presentes Prononcee
6. + + + + Presentes Prononcee
7. + + + + + Präsentes Prononcee
8. + H + Presentes Prononcee

1— obscurite
+ lumiere blanche (1100 lux) alternant avec l'obscurite (phases de douze heures)

Le premier signe correspond ä l'incubation (six jours) precedant 1'immersion, le second
ä la phase d'immersion (deux jours), le troisieme ä l'incubation (neuf jours) faisant suite
k 1'immersion
8— pas de perithece
+ jusqu'ä 20 peritheces par lame
+ + jusqu'ä 100 peritheces par lame
+ + + plus de 100 peritheces par lame

Les souches 406, 410, 412 et 447 se sont egalement revelecs fertiles
lorsqu'elles ont ete soumises ä cette technique des lames gelosees.

Les figures 5 b et 5 c representant divers stades primitifs dans revolution
du perithece de O. graminis divergent quelque peu de l'image habituelle
de la morphologie sexuelle des Diaporthales telle que la rapporte Gäu-
mann (1964), particuherement en ce qui concerne les Gnomoniacees ou
cet organisme est place (von Arx et Olivier, 1952). En effet, on ne
retrouve pas, dans nos preparations, les figures typiques de l'autogamie
evoluee attendue chez G. graminis, mais plutot des formations properithe-
ciales et des microconidies ressemblant d'une maniere frappante ä celles
que l'on observe chez certaines Sordariacees (Spheriales) heterothalliques
a spermatisation telles que Sordaria anserina (Ames, 1934) ou Bombardia
lunata (Zickler, 1937). Nous ne pensons pas prouver ainsi irrefutablement
1 existence de modalites sexuelles de Sordariacees chez G. graminis, mais
ces images peuvent nous suggerer qu'il pourrait eventuellement y avoir,
chez cet organisme, simultanement autogamie classique extremement
discrete (Jones, 1926) et spermatisation, representant respectivement les
deux tendances Diaporthales-Gnomoniacees et Spheriales-Sordariacees.
Cette differenciation sexuelle se superpose au caractere franchement
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homothallique du champignon ainsi que le demontre la formation de

peritheces fertiles sur des cultures issues d'une seule ascospore (souche

404 y par exemple). La possibilite d'un role sexuel des microconidies est

a envisager serieusement, d'autant plus que ces spores uninucleees n'ont
jamais germe dans nos essais (caractere de spermaties vraies) et que leur

presence est toujours associee a celle des peritheces. II est suggestif de

relever que les properitheces ne sont jamais apparus en l'absence de

microconidies.

Nous poursuivons l'etude d'une eventuelle intervention de ces

microconidies dans les processus sexuels de G. graminis.

IV. Discussion

Des differentes methodes presentees dans ce travail, nous ne retiendrons

que trois techniques d'obtention des peritheces de G. graminis. Nous leur
accordons une importance pratique egale selon les experimentations
auxquelles elles permettent d'acceder.

1. La technique d'immersion septique en boites de Petri permet de

tester facilement la fertilite de souches de G. graminis et, au besoin,

d'identifier une culture purement vegetative de cet organisme. En outre,
eile est d'une aide precieuse pour les recherches de Taction inhibitrice, ou

stimulante, de diverses sources nutritives, pour autant que l'on n'a pas
ä tenir compte des impuretes biologiques et chimiques de l'eau; en ce cas

on utilisera la seconde technique.

2. La methode par immersion aseptique en tubes a essais ou en boites de

Petri conduit ä l'obtention de fructifications, d'ascospores et de
microconidies steriles. Ce procede convient parfaitement a l'isolement de spores
et ä diverses recherches d'ordre genetique. De plus, il permet de tester
diverses substances susceptibles d'influencer la morphogenese perithe-
ciale ou microconidienne dans la mesure ou les impuretes de 1 agar
n'alterent pas les resultats. Enfin, on peut aussi obtenir aisement des

suspensions d'ascospores dans le but d'inoculer des liquides ou de proceder
ä des infections artificielles d'un sol ou d'une plante-hote.

3. L'emploi de cultures aseptiques sur lames gelosees permet l'examen

microscopique complet de la morphogenese peritheciale. II peut egalement
faciliter les recherches sur divers facteurs (lumiere, temperature, etc.)

influen§ant la formation des fructifications lorsque ces etudes impliquent
l'usage de materiel plus petit que les tubes ou les boites de Petri.

Qu'il s'agisse de cultures en tubes ä essais ou en boites de Petri, lorsque

nous avons utilise les diverses techniques d'immersion, nous avons
toujours constate, avec la souche 404 y, qu'une certaine proportion des cul-
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tures (20 ä 25%) restait non fertile bien que presentant des microconidies.
Nous avons releve ce fait en presentant la serie d'experimentations 5.
Les conditions restant les memes pour toutes cultures d'un meme essai,
nous pensons qu'il pourrait s'agir d'un phenomene genetique. Une
explication serait que l'ascospore dont la culture servit de point de depart ä la
souche 404 y contenait des «noyaux fertiles» et des «noyaux steriles», et
que des hyphes renfermaient done des «noyaux fertiles» et d'autres des
«noyaux steriles»; par consequent, les fragments myceliens utilises pour
inoculer les differents essais etaient mixtes: au hasard des repiquages,
certainos cultures d'experimentation ne pouvaient done contenir que des
«noyaux steriles». D'autres explications genetiques peuvent evidemment
etre proposees: par exemple, le mycelium des subcultures de l'ascospore
originale pouvait contenir des hyphes renfermant dans des proportions
variables les deux sortes de noyaux, une certaine proportion de noyaux
presumes «steriles» inhibant la formation des peritheces. Nous tentons
actuellement d'exammer le bien-fonde de ces hypotheses d'ordre
genetique.

II ressort de nos etudes que la lumiere et l'immersion sont deux facteurs
extremement importants pour la reproduction sexuelle de O. graminis.
Nous avons rappele plus haut les diverses observations realisees ä ce
jour sur le role apparemment indispensable de la lumiere dans la morpho-
genese peritheciale de ce champignon. Celui de l'immersion semble plus
obscur. Agit-elle par effet d'anaerobiose momentanee Par dissolution
et elimination d'un faeteur hydrosoluble Par changement purement
biochimique dans les processus du metabolisme consecutif a une hydrata-
tion brusque suivie d'une deshydratation progressive Quelles sont les
relations eventuelles entre les effets de l'immersion et ceux de l'exposition
aux radiations ultraviolettes proches (Leach, 1964), ces deux techniques
conduisant a l'apparition des peritheces Ces problemes d'ordre physio-
logique, actuellement a l'etude, seront abordes dans une prochaine note.

Ce travail constitue la deuxieme partie d'une these pour l'obtention du doetorat es
sciences biologiques de l'Universite de Geneve, sous la direction de M.Gilbert Turian,
professeur de microbiologie generale, que je remercie sinceremenL de ses precieux conseils
et encouragements.

J'exprime mesremerciements ä,M. M.Rochaix, directeur des Stations föderales d'essais
agricoles de Lausanne, qui a aecepte d'introduire dans le programme d'activite de cet institut
ces rechercbes de these entreprises sous le directorat de M. R. Gallay auquel va l'expression
de ma profonde reconnaissance.

Ma vive gratitude s'adresse egalement au professeur D.Bianchi et k M. R.Murbach
pour leur concours dans les traductions anglaise et allemande du resume, de meme qu'a
M. R.Pilloud, collaborateur technique.
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Resume

Le present travail decrit diverses tentatives et methodes d'induction
des peritheces de Gaeumannomyces graminis (Sacc.) von Arx et Olivier au

laboratoire. Les fructifications sont facilement obtenues sur plantes Vivantes

de ble, sur paille, mais jamais en culture pure sur milieux geloses

semi-synthetiques (malt, farine de pois, pomme de terre-glucose) sous

differentes conditions d'illumination ä la lumiere blanche.

Une culture mixte d'une bacterie isolee de la rhizosphere de ble atteint
de pietin-echaudage et de G. graminis presente des peritheces du

champignon a l'interieur de la colonie bacterienne.

En milieu synthetique (glucose 1%, asparagine 0,2%) gelose, quelques

peritheces enfouis dans le substrat sont obtenus en incubant les cultures
soit a la lumiere blanche (1400 lux) alternant en phases de douze heures

avec l'obscurite, soit ä l'obscurite (jusqu'a ce que la culture ait recouvert
le milieu) suivie d'eclairage alterne.

L'induction en masse de peritheces et de microconidies de G. graminis
est realisee en milieu synthetique gelose en boites de Petri, en tubes ä

essais et sur lames en utilisant une methode comportant trois phases:
1° incubation jusqu'a ce que la surface nutritive a disposition soit recou-
verte par le mycelium; 2° immersion septique ou aseptique de 48 heures

dans de l'eau impure ou distillee; 3° incubation accompagnee de dessicca-

tion lente. L'effet de la lumiere blanche alternee avec des periodes d'obs-

curite sur la morphogenese peritheciale est etudie dans les trois phases.
De nombreuses fructifications sont egalement obtenues sur lames gelosees

immergees sterilement aux conditions du laboratoire.

II n'a jamais ete obtenu de peritheces murs en l'absence de microconidies.

Ce fait, associe ä l'observation microscopique de cultures fertiles et
montees (lames gelosees), suggere d'eventuels phenomenes de spermatisa-
tion chez G. graminis. En outre, il est possible qu'il existe une certaine

segregation dans la potentiahte sexuelle au niveau de l'ascospore.

Zusammenfassung]

Die vorliegende Arbeit beschreibt verschiedene Versuche und Methoden

zur Auslösung der Perithezienhildung bei Gaeumannomyces graminis
(Sacc.) von Arx et Olivier unter Laboratoriumsbedingungen. Die Fruchtkörper

werden ohne Schwierigkeit auf lebenden Weizenpflanzen und auf
Stroh erhalten, dagegen nie in Reinkultur auf halbsynthetischen Agar-
nährböden (Mais, Erbsenmehl, Kartoffelglukose) unter verschiedenen

Belichtungsbedingungen bei Verwendung von weissem Licht.
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In einer Mischkultur von G. graminis mit einem aus der Rhizosphäre
von schwarzbeinigem Weizen isolierten Bakterium treten Perithezien des
Pilzes im Innern der Bakterienkolonie auf.

Auf synthetischem Agarnährboden (Glukose 1%, Asparagin 0,2%)
werden vereinzelte im Substrat eingeschlossene Perithezien erhalten,
wenn auf die Kulturen während ihrer Entwicklung entweder
abwechslungsweise zwölf Stunden weisses Licht (1400 lux) und zwölf Stunden
Dunkelheit einwirken oder wenn sie zuerst im Dunkeln gehalten (bis die
Kultur das Nährmedium überdeckt hat) und anschliessend einer
periodisch unterbrochenen Belichtung ausgesetzt werden.

Die Massenproduktion von Perithezien und Mikrokonidien von G.
graminis gelingt auf synthetischem Agarnährboden in Petrischalen, in
Reagenzgläsern und auf Objektträgern nach einer Methode, die aus drei
Phasen besteht: 1. Inkubation bis die verfügbare Nährfläche vom Mycelium

überdeckt ist; 2. 48stündiges septisches oder aseptisches Eintauchen
in ungereinigtes, beziehungsweise destilliertes Wasser; 3. Inkubation und
gleichzeitiges langsames Trocknen. Es wird für jede der drei Phasen die
Wirkung des periodisch mit Dunkelheit wechselnden, weissen Lichtes
auf die Perithezienbildung untersucht. Zahlreiche Perithezien werden
unter Laboratoriumsbedingungen ebenfalls auf mit Agartropfen versehenen,

steril eingetauchten Objektträgern erhalten.

Bei Abwesenheit von Mikrokonidien wurden nie reife Perithezien
erhalten. Diese Tatsache sowie Beobachtungen an mikroskopischen Präparaten

fertiler Kulturen (Agartropfen auf Objektträgern) legen die
Vermutung nahe, dass bei G. graminis Spermatisationsvorgänge stattfinden.
Ausserdem ist die Möglichkeit einer gewissen Aufspaltung der sexuellen
Potentialität auf der Ascosporenstufe nicht von der Hand zu weisen.

Summary

Several trials and methods for induction of perithecial formation in
Gaeumannomyces graminis (Sacc.) von Arx et Olivier are described. Such
fructifications are easily obtained on living wheat plants or wheat straw,
but never in pure culture on semi-synthetic agar media (malt, pea meal,
potato-glucose) under diverse conditions of white light illumination.

In a mixed culture of G. graminis and a bacterium isolated from the
rhizosphere of take-all diseased wheat, the fungal perithecia are formed
inside the bacterial colony.

In a synthetic agar medium (glucose 1%, asparagine 0,2%), a few
perithecia embedded in the substrate have been produced during incubation

of the cultures either in an alternating 12 hour light-dark regime

173



(1400 lux, white light) or in total darkness during mycelial extension
followed by the alternate light-dark periods.

Mass induction of perithecia and microconidia of G. graminis is realized
on the synthetic agar medium in Petri dishes, in growth tubes and on
agarized slides. Our method includes three phases: 1st incubation until
the mycelium completely covers the available nutritive surface; 2nd

fourty-eight hours of septical or aseptical immersion in impure or distilled
water; 3rd incubation with slow dehydration. The effect of white light
alternating with periods of darkness has been studied in the three above
phases of perithecial induction. Numerous fructifications have also been
obtained on agarized slides dipped in sterile water under laboratory
conditions.

No mature perithecia have been obtained in the absence of microconidia.

This fact and microscopical observation of fertile cultures on agar
slides is suggestive of spermatization in G. graminis. Some data indicate
the possibility of a segregation of fertility and sterility from the initial
ascospore.
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