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Phoma Alternariacearum

§ 1. SOMMAIRE DE LA GENEALOGIE

LLa culture d’une souche de Phoma alternariacearum, Brooks
et Searle, provenant de la collection de champignons de I'Institut
Lister, a LLondres, a fourni une colonie d’apparence dite normale ;
nous avons donné le nom de o a ce type de végétation resté sembla-
ble & lui-méme pendant 13 mois de culture sur des milieux variés.

Cette race o a fourni un secteur défini, que nous avons isolé de la
forme meére o ; nous avons appelé y cette race née par mutation de
secteur; cetterace 7 est demeurée, pendant 13 mois de culture, sem-
blable a elle-méme et distincte de a«. Au cours d'une sélection des
sporesdes,nousavonsisolé uneformeintermédiaire entreaety,larace
G, ainsi que nous 'avons nommeée. Elle se trouve étre & mi-chemin,
par ses caracteres, de o et v, et persiste, pendant plus de 13 mois de
culture, semblable a elle-méme. Par mutation de secteur, elle
donne naissance a une forme amoindrie, la race V ; cette derniére,
a son tour régénérera, par secteur, une race plus complete W qui,
tout en se rapprochant de G, ne lui est pourtant pas identique. Vet
W persisteront plus de 8 mois, semblables a eux-mémes, et distincts
entre eux. Par un procés sectorien, calqué sur celul que nous venons
de décrire, la race G fournit deux autres souches, B, analogue a V,
et N, analogue & W. Ces souches n'ayant jamais été sélectionnées
par la méthode des spores uniques, nous ne les élevons pas a la
dignité de races et nous réservons notre opinion quant aux résultats
fournis par leurs cultures.

La race 7, apres une période de stabilité, fournit & partir de cul-
tures agées une forme nouvelle appelée b ; cette forme est apparue
au cours d'une sélection des spores de y et aussi par mutation
sectorienne au cours d’'une culture de ;. Cette race b manifeste la
tendance d’un retour au type 4, sans pour cela que la race produite
puisse étre confondue avec celle de a.

Toutes ces études sont basées sur des cultures monosporées,
c’est-a-dire dérivant d’une colonie issue d'un germe unique. On
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trouvera, a la figure 8, un schéma généalogique qui résume ce
.
qui vient d’étre dit; ces affirmations trouveront dans les para-
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Fig, 8. — Schéma généalogique des 5 races issues par mutation de
le souche « du Phoma alternariacearum. Les triangles munis dun point
représentent des triages & partir de spores uniques. L’alternance des
tubes et des vases Petri signifie une culture fréquemment repiquée,
une ligne droite signifie une culture prolongée sur le méme milieu.

graphes suivants les documents nécessaires & leur justification et
la description des expériences indispensables a leur vérification.



68 BULLETIN DE LA SOCIETE BOTANIQUE DE GENEVE (28)

Nous allons donc décrire successivement les six races a, G,
1, V, W et b en choisissant, comme milieu-type, le milieu de culture
composé par Coon!. Les colonies se sont développées sur le milieu
de Coon solidifié par de I'agar-agar a raison de 1 /2% ; pour sim-
plifier, nous appellerons dorénavant Coonagar le milieu-type auquel
il faudra rapporter toute description faite sans mention d'un milieu
particulier.

L’organisme, qui a servi de souche, pour I'étude sur le Phoma, a
¢té décrit par F. F. Brooks 2 et G. O. Searles, dans un mémoire sur
les maladies des tomates. Parmi différents saprophytes et parasites
du fruit de tomate, les deux auteurs ont reconnu P. alternariacearum
comme espece nouvelle ; le nom spécifique provient du fait, que les
auteurs ont considéré les hypnocystes en forme de massues, comme
des spores aériennes du type Allernaria. Or, nous verrons qu’elles
sont aussi bien dans le mycélium interne que dans le gazon et que
ce sont des figures qui apparaissent en fonction des substances
nutritives présentes.

Certains auteurs sont méme allés jusqu'a prendre pour un cycle
vital du Phoma Allernaria les phénomenes de convergence présentés
par les hypnocystes de Phoma et les spores d’ Allernaria.

§ 2. RACE ¢

Origine :

Le 9 11. 1925, un milieu de culture pomme de terre-agar est
ensemencé a partir d'une culture en tube de Phoma alternariacearum
Brooks et Searle, sur milieu malt-agar. Le 13. I1. 1925, on inocule
a partir du tube du 9. 11. 1925 un milieu de culture en vase ou boite
de Pétri. LLa colonie qui en résulte, premiere colonie sectorienne,
sert de source pour inoculer le 13. TI1. 1925, la partie de la portion
restée normale (¢’est-a-dire non sectorienne), un milieu de culture
Coonagar en tube. C’est de ce tube du 13. I11. 1925 qu’on sélectionne
le 4. 1V. 1925, 21 spores de la race o. Les 21 colonies qui en résultent,
toutes identiques, servent de matériel pour la description qui suit.

 Coon G. H.: Journal of Agricultural Research (1916). Composition du milieu =
Mg SOs, 10ce. de sol. gr. 2466 in H0cc. aq. dest; KH:POa, 50ce. de sol. gr. 1,36 in H0cc.
aq. dest; Asparagine, 10 cem. de sol. gr. 0.660 in 25ce. aq. dest; Maltose, H0ce. de sol
gr. 3,6 in H0ce. aq. dest; Eau distillée, 880cc. et Agar gr. 1,5,

? Brooks. F, F; and G. O. SearLEs. « An Investigation of some tomato diseases »
Transact. Brit. Myce. Soe. 1920. (173-197).
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Morphologie coloniale et anatomie de la raee o sur milieu Coonagar.

Le mycelium aérien est toujours présent, de couleur grise, variant
souvent jusqu'a beige et vert-sale ; ce virage a lieu avec le vieil-
lissement de la colonie. La hauteur du gazon varie : tantét une laine
basse, égale partout, tantot un gazon pyramidal, tantét un mouchet
ou méme un plumet constitué par une série de hyphes hyalines
agrégées ; ce faisceau peut atteindre 15 mm. de haut. Ces états
ne sont pas nécessairement exclusifs les uns des autres; ils peu-
vent étre melangés.

Fig. 9. — Hyphes et hypno- Fig. 10. — Méme colonie qu’'a
cyste muriforme. Culture du P. la fig. 9 ; hypnocystes en mas-
alt. o, 22 jours age. sues.

LLe mycélium aérien est composé, au début, d'un enchevétrement
de hyphes hyalines, minces, croisées ; parfois une ou quelques
grosses pycnides roses sont suspendues dans le lacis ; cela ne se
trouve qu’au centre de la colonie, dans le mouchet. Au bout d'un
mois et quelques jours, le mycélium aérien montre les figures sui-
vantes : des hypnocystes en forme de massue et d’autres hypno-
cystes de constitution plus simple (voir fig. 9 et 10). Les hypno-
cystes sont des appareils constitués par 'agrégation de plusieurs
cellules pigmentées ; la forme la plus habituelle est celle d’'une mas-
sue ; des appareils ont aussi la forme d’un glomérule de cellules
pigmentées ; cette boule est suspendue a deux hyphes latérales.
Les hypnocystes sont presque toujours foncées, de jaune olive &
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brun noir, et remplies de matiéres de réserve hydrocarbonée ; le
glycogéne, qui en constitue la majeure partie, réparti d’une fagon
homogene dans le protoplasme, est ordinairement accompagné
d’un pigment accessoire qui donne a ces cellules une couleur vert-
olive ; le glycogéne est facilement mis en évidence par la teinture
d’iode. La graisse se trouve sous forme de granules de toutes les
grandeurs ; 'acide osmique les décéle facilement : ils ne contri-
buent pas a donner une couleur aux cellules. Les hypnocystes
naissent parfois directement d’une cellule d’une hyphe, aarticles
allongés, tantot, et le plus souvent, d’un élément de filament a
cellules courtes et épaisses. LLe mycélium est, en effet, partagé en
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Fig. 11. — Ebauches d’hypnocystes dans une culture . alt. «.

hyphes a articles minces et allongés et en hyphes a articles épais
et courts.

On trouve encore des figures auxquelles nous avons donné le
nom d’hypnocystes en chainette oidium ; ces figures sont le plus
souvent constituées par des articles hyalins, disposés comme une
chainette de cellules oidium. Il arrive aussi qu'une cellule du centre
de la chaine s’enfle, puis se divise pour constituer un glomérule ;
ces dernieres cellules sont fréquemment pigmentées, mais jamais
avec l'intensité des formes parfaites de I'hypnocyste en massue
(voir fig. 11). Ces figures, qui ne sont en réalité que des ébauches
d’hypnocystes, se trouvent généralement différenciées sur le réseau
des hyphes pigmentées et volontiers au voisinage des pycnides ;
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dans les mémes régions, on observe les hypnocystes de formes
les plus diverses.

Dans le mycélium aérien dune culture agée de la race o sur
milieu Coonagar, on voit, ¢ca et 1a, quelques hypnocystes trés miires
et foncées, qui se désagrégent en cellules filles brunes, aprés une
légére compression ; cette désagrégation n'a d’ailleurs jamais éte
observée qu’a la suite d’une intervention mécanique (voir aussi au
paragraphe No 18 les photographies d’hypnocystes et des strepto-
hypnocystes, prises dans une végétation aérienne de la race o sur
milieu Coonagar, fig. 41 et 42 pl. IX).

Mycélium interne. Nous donnerons le nom d’internes aux hyphes
qui veégetent a l'intérieur de la gelée du milieu de culture. Nous
retrouvons les hyphes hyalines et les hyphes pigmentées sur toute
leur longueur ; ce sont elles principalement qui donnent a la colo-
nie, examinée en lumiére transparente, la teinte caractéristique
vert-olive. Les hvphes de la périphérie coloniale sont droites
et de ramification simple. Nous reviendrons, & propos de la race
7, sur le mode de ramification.

On observe quelques figures d’hypnocystes, mais elles sont peu
abondantes et rares dans les jeunes cultures.

Les pycnides ou sacs dans lesquels se sont différenciées les
pycnospores, sont distribuées d’une facon sporadique a la surface
du milieu. La couleur en est olivatre-pale (3me jour), puis rose ;
la grandeur est éminemment variable ; elles peuvent atteindre la
grosseur d’une téte d’épingle. Chez la race o, les pycnides sont le
plus souvent agglomérées en paquets visqueux qui, par rupture
de la pellicule glabre et translucide, qui sert de membrane, libérent
un flot gluant de pycnospores. On voit souvent aussi de plus jeunes
pycnides développées comme un bourgeon sur une plus ancienne.

Les pycnospores sont des cellules fusiformes non septées, bi-
guttulées et qui sont libérées les unes apres les autres par lorifice
de la pycnide, appelé ostiole. 1l est intéressant d’observer I'ex-
pulsion des pycnospores & raison de plusieurs centaines a la minute.
On a pourtant le loisir de voir, par transparence, les spores se placer
sous l'influence d’une pression exercée par le corps pycnidial,
toutes dans la méme position, parallelement a la direction du canal
d’expulsion, et puis étre chassées comme les balles d'une mitrail-
leuse. A peine sorties, les pycnospores s’agglutinent en raison
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de leur viscosité et constituent le nuage habituellement observable
pres des pyenides miires.

Une étude détaillée a été fournie par H. Schnegg ! sur la biologie
des pycnides ; c¢’est a lui qu’il faut attribuer l'interprétation des
hypnocystes en formes de massues, comme « Dauerzellen » ; on devrait
les nommer « resting cells » en anglais, et nous leur avons donné le
nom d’hypnocystes muriformes, en francais.

Signalons encore, a propos du genre Phoma, les études sur laculture
dans les milieux nutritifs de Westerdijk et Van Luijk 2

Fig. 12. — Germinations de pycnospores de P. alt. o.

Plus directement utile au point de vue génétique, furent les
résultats obtenus & la suite d’une recherche statistique de la lon-
gueur des pycnospores. Les résultats seront donnés et discutés
au paragraphe No 15, simultanément pour les races a, (5, 7, Vet W,

L’étude de la germination n’a fourni aucune donnée particuliere
pour une race. Nous donnons une figure dessinée pour la race o a
I'dge de 20 heures sur milieu Coon-géelatine a 20° C. (voir fig. 12).

1 ScENEGG, Hans: Zur Entwicklungsgeschichte und Biologie der Pyckniden.
Centralbl. f. Bakt. 1I. Abt. Bd. 43. (1915) 326-364.

* WeESTERDIJK, oJ. aud VAN Luwk, A: «<Die Kultur der Phoma-Arten » Mededee-
lingen mit het Phytopathologisch. Laboratorium Willic Commelin Scholten, Am-

sterdam 1920 p. 26.



(33) F. CHODAT. MUTATION CHEZ LES CHAMPIGNONS 13

RACE o : GENEALOGIE: TRIAGES.

Le 4. IV, on trie 21 pyenospores & partir du tube du 13. III;
I’examen des colonies montre, au cinquieme jour, que toutes les
boites sont identiques et couvertes d'un mycélium aérien cotonneux
de couleur gris-mouton ; au dix-septiéme jour, une boite dénote le
caractére de viscosité au centre, avec affaissement du mycélium
aérien. Le 25. 1V, les colonies ont couvert les boites qui ne mon-
trent aucun secteur ; elles sont mises de coté.

Le 11. IV, le deuxi¢me triage est operé a partir du tube original du
Lister Institut; 17 pycnospores fourniront 17 cultures du type o ;
au quatriéeme jour, une colonie se montre légérement différente :
16 montrent une colonie de 22-23 mm. de diametre, blanche,
opaque déja et couverte de mycélium aérien ; les pycnides ne
sont pas encore apparues. La colonie aberrante montre un mycélium
interne plus aranéeux, plus lache ; le mycélium aérien est plus
faible. On observe, par dessous, les pycnides serrées, brunes; au
sixieme jour, la différence quoiqu'encore visible, laisse certains
doutes. Au dix-septiéme jour, la zone du mycélium marginal
aérien, cotonneuse et plus foncée, distingue a peine cette boite du
reste des autres ; a la fin du développement, toutes les boites sont
couvertes d’'une laine grise. Trois tubes de milieu Czapek-agar
sont piqués a partir de trois boites choisies au hasard, le 28. IV.
Un troisieme triage est fait le ler.V, a partir d'un tube Coonagar
du 25. IV, issu lui-méme d'un tube de pomme-de-terre-agar du
9. I1, issu lui-méme du tube original de Lister Institut.

23 cellules pycnospores sont placees dans 23 vases Petri, qui
fournissent, au bout de six jours, 22 petites colonies appartenant,
par la nature des hyphes périphériques, au type o et un au type 7.
Au dixieme jour, les colonies sont toutes assez semblables; le
mycélium interne, & hyphes pigmentées, donne une bordure brune
a la culture. Au dix-septiéme jour, 22 boites par leur mycélium
aérien cotonneux, leurs grosses pycnides roses se rattachent au
type o ; 1 autre & un type intermédiaire entre 2 et v, que nous
appellerons dorénavant G. Deux tubes de culture sont inoculés
le 18. V. a partir de 2 colonies quelconques o de cette série; deux
autres tubes Czapek-agar sont inoculés a partir de la culture G.
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ler triage 21 colonies pendant 42 jours
2me » 17 colonies pendant 17 jours
dme triage 23 colonies pendant 17 jours

61 colonies 1ssues chacune d’une seule spore;
il faut ajouter parmi les colonies dérivées 47 autres sur différents
milieux ; au total, 108 colonies de la race a.
Sur 108, 106 sont identiques et homogenes ; 1 a présenté un
secteur local éphémeére ; 1 a manifesté un développement aberrant
(G). En somme, il y a une stabilité grande de la race a.

§ 3. RACE 4.
Origine

Nous avons dit au paragraphe No 2, que le 13. Il 1925, une
culture pomme de terre-agar sur vase Petri avait été inoculée par
la souche o du 9. I1. 1925. Cette colonie devenue sectorienne (voir
au paragraphe No 17 la description complete), présente au bout
d’un mois 'apparence schématiquement représentée a la figure 8.

Le secteur 7 est caractérisé par un mycélium aérien élevé coton-
neux et par le grand nombre de pycnides foncées et plus petites
que celles de la portion restée normale, ou elles sont roses. Le
13. 1I1. 1925, un milieu de culture Coonagar en tube est inoculé
a partir de cette zone appelée 1 ; c’est de cette souche qu’on isole
plus tard, le 18. 1V, 18 cellules uniques pycnospores. La description
suivante se rapporte a ces colonies et a d’autres cultivées ultérieu-
rement.

Morphologie coloniale et anatomie de la raee ¢y sur milieu Coonagar.

Le mycélium aérien est toujours absent. Il faut noter parfois
un petit duvet insignifiant ou un mouchet au centre de la colonie.

Mycélium interne.

I’examen, trois jours aprés I'inoculation, révéle un long mycé-
lium incolore, fourmillant de points visqueux, incolores, transpa-
rents ; le mycélium est rare, les hyphes éparses et quasi invisibles.

Au septiéme jour, la colonie est brune, noiratre, a cause du grand
nombre de pycnides foncées reliées par un réseau de hyphes
hyalines ; vus en lumiére transparente, les espaces interpycni-
diaux sont translucides, alors que chez la race a toute la colonie
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est opaque (voir fig. 30 pl. VII). Ce caractére demeure méme chez
une vieille culture.

Fig. 13. — Hyphes du P. alt. y

Le mycélium est essentiellement composé de hyphes a articles
courts et hyalins (voir fig. 13); les hyphes a cellules allongées

Fig. 14. — Hyphes du P. alt. y

sont rares et la pigmen-
tation fait defaut par-
tout a P'exception des
pycnidesethypnocystes
(voir fig. 14). Par con-
tre, les globules grais-
seux sont fréquents
dans toutes les cellules.
Les hypnocystes n'ap-
paraissent que tout a
fait exceptionnellement
dans ce milieu (voir
fig. 15). La ramifica-
tion des hyphes péri-
phériques est tourmen-
tée ; c’est, 1a méme, le
premier signe qul puisse
distinguer une jeune

végétation de la race ¢ d’une vegétation de la race o ; la fig. 16
montre les deux types de mycelium marginal. 11 faut, a ce pro-
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pos, consulter au paragraphe No 5, les indications données pour
les races V et W et les figures 17 et 18.

Les pycnides sont plus petites que celles de o (voir la photogra-
phie de la figure 31 pl. VII au paragraphe No 13); elles sont

’

Fig. 15. — Hypnocystes du P, elt. v

Fig. 16. — Ramification des hyphes périphériques, en haut type
o simple, en bas, type 7, tourmenté.

aussi plus réguliecrement et densément distribuées a la surface de
la colonie (voir fig. 30 pl. VIIL.)

Les pycnides de la race y sont des corps de fructification, émer-
geant, pour la presque totalité de leur volume, du milieu de culture,
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¢’est-a-dire qu’elles sont amarrées dans un réseau de hyphes qui
les relient les unes aux autres ; il en est autrement des pycnides
de la race o qui sont au trois-quart immergées dans la gelée et ap-
paraissent comme une légere pustule rose. A la situation plus aé-
rienne des pycnides de la race 7, correspond aussi une modification
de structure : l'ostiole est moins visible ; I'enveloppe de la pyc-
nide est plus ferme et constituée de cellules fortement pigmentées-
Les pycnospores ne sont pas pigmentées et ressemblent fort a
celles de la race o ; le mode de leur longueur est de 4,75 (voir
paragraphe No 15), soit le méme que celui de la race a.

Race 7 : Triages.

Le 18. IV, on isole 18 cellules spores du tube de culture ¢ du
13. 111 ; les jeunes colonies sont piquées le 20. IV sur 18 milieux
de culture Coonagar ; au quatrieme jour (24. IV), les colonies sont
glabres et constituées par un mycélium interne ou les pycnides
sont disposées en chapelets sur les hyphes ; ces dernieres ont le
mode de ramification caractéristique pour y. Au treizicme jour
(1. V), la série de colonies présente une variabilité considérable
dans la couleur coloniale. Une potentialité variable se montre
donc chez les pycnospores de la race v, en ce qui concerne la pro-
duction de pigments intracellulaires dans les tissus qui en dériveront.
On ordonne les cultures de la plus claire, dite boite blanche, jusqu’a
la boite la plus foncée, dite boite noire ; tous les termes de passage
s'intercalent, et la boite du milieu de I'échelle prend le nom de
moyenne. Le 2.V, on inocule trois boites Coonagar a partir des
deux termes extrémes et de la moyenne, dans le but de voir si les
qualités de coloration coloniale se maintiennent. Au quatriéme,
cinquieme jour déja, et pendant les jours suivants, ces colonies
ont développé des végétations d’un type de couleur moyenne. Le
14. V. et le 15. V., on trie des spores de la culture dite noire et de
la culture dite blanche.

Au bout de quatorze jours, soit le 27. V. on compare les 11 co-
lonies issues de la culture blanche et les 13 colonies issues de la
culture foncée ; cette derniére série est faiblement plus foncée en
moyenne que la série dérivant de la culture blanche ; ces 11 colonies
montrent une faible variabilité et les plus pales, une tendance a
fournir des secteurs marginaux. En résumeé, les différences de
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coloration coloniale, montrées par le premier triage de vy, appartien-
nent a l'ordre de la fluctuation propre a chaque génération. De
ces séries, trois colonies servent a I'inoculation de trois tubes de
culture, dont I'un sert de souche pour inoculer la série du 6. VI.
soit : 9 boites de Coonagar ou le sucre varie de 09 a 1009, et
9 boites ou l'asparagine varie de 09, a 100 %,, des quantités pré-
vues par le milieu de Coon. Ces 18 boites, pendant quinze jours
d’observation, ne montrent aucun secteur, ni plus tard.

Résumeé : 63 colonies de la race y ont été suivies, dont 42 a partir
de spores uniques ; pas une, au cours de quatre générations, n’a
donné le moindre secteur.

§ 4. RACE G.
Origine :

Parmi les 23 colonies issues du troisieme triage des pycnospores
de o (1. V. 1925), une se trouve étre différente des autres au bout
du septiéme jour de croissance déja. Le premier indice qui permet
de distinguer cette colonie des autres du type o, est la nature de la
ramification des hyphes périphériques ; cette ramification est du
type 7, c’est-a-dire tourmentée. Au dixiéme jour, la boite appelée G
se distingue & peine des autres. Au dix-huitiéme jour, la boite G
se caractérise au milieu de 22 colonies identiques du type a, par le
grand nombre de pycnides, toutes en chapelet jusqu’au bord de
la colonie ; un léger mycélium aérien recouvre la boite et la rap-
proche, par 1a, du type «; les pycnides de (G ne sont pas aussi
foncées que celles de la race 7.

Morphologie coloniale et anatomie de la race G sur milieu Coonagar

Le mycélium aérien fait rarement défaut. Au troisiéme jour, on
observe un mycélium aérien partiel ; au sixiéme jour, un centre
cotonneux du type « ; le septiéme jour, I'amas cotonneux abon-
dant de couleur blanchatre s’étale sur la colonie. Au cinquante-
quatriéme, on observe un mycélium aérien blanc, constitué par
des hyphes hyalines multiramifiées. Ce gazon, chez une colonie
agée, est souvent une végétation secondaire, car il arrive que le
mycelium aérien de G disparaisse de bonne heure par le fait que le
milieu agar est hydrolysé a la surface. La croissance du mycélium
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interne superficiel liquéfie I'agar; le liquide reste emprisonné
sous forme de gouttelettes suintantes au travers de la pellicule
de surface, qui prend en raison de cela, une apparence pustulee
visqueuse. Ce proces débute au centre de la colonie, et gagne fina-
lement toute la culture. Au fur et a mesure que cette hydrolyse
s’accomplit, le mycélium aérien s’affaisse et disparait. Ce phéno-
mene s observe parfois, mais rarement chez la race «, jamais chez
la race 4. Il faut signaler I'absence des figures d’hypnocystes
muriformes dans le mycélium aérien méme ageé ; on y voit cependant
quelques figures d’hypnocystes hyalines en chainettes et d’autres
formes chez lesquelles les articles sont disposés en pseudoconidies
hyalines (voir fig. 43 pl. IX, au paragraphe No 18, qui donne une
idée de cette végétation chez la race 7).

Le mycélium interne est constitué de hyphes a cellules pig-
mentées et de hyphes a cellules hyalines. On n’y trouve aucune
figure d’hypnocystes muriformes ; c¢’est méme un caractére cons-
tant de G que le manque d’élements hypnocystes. Les chaines
oidium a cellules hyalines sont réduites ou n’apparaissent que sous
la forme d’un simple renflement bulbaire.

Quant aux pyecnides, elles sont intermédiaires, en ce qui concerne
la couleur et la grandeur, entre celles de la race « et celles de la
race y. Leur distribution en chapelet suivant des lignes tourbil-
lonnantes, est un caractére particulier de la race G. Les pycnides
sont brunes, foncées, non agglomérées et se rapprochent de celles
de la race 7. \

Les pycnospores ont une longueur variable ; 1'étude statistique
révele deux modes principaux, 'un sur la valeur p. 4, l'autre sur
la valeur p. 4,75 (voir paragraphe No 15).

Raee G : Triages, généalogie.

La race G fut obtenue a partir d’'une spore unique comme type
aberrant au milieu de 22 colonies du type o, toutes issues de spores
uniques. Cette culture G, du 1. V, sert a l'inoculation, le 18.V,
d’un tube Czapek-agar, qui deviendra le point de départ d’un triage
de 27 pycnospores G ; 21 colonies dérivent de ces spores ; 17 de
ces cultures sont doublées par une culture en bouteille plate ; au
total, on a 38 colonies, observées pendant deux mois; 20 montrérent
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une croissance homogéne, 13 des plages plus ou moins marquées
et 5 des secteurs nets.

La culture sur Czapek-agar du 18. V, est repiquée le 22. V. sur
Czapek-agar de nouveau ; le 6. VI, 18 boites sont inoculées sur un
milieu Coon-agar ou le sucre et I'azote varient. Parmi ces 18 boites,
deux fournissent des secteurs bien nets; I'une, en particulier, don-
nera les races V et W. En résume, sur ces 57 colonies de la race G,
nous avons eu 7 boites qui montrent des secteurs et la plupart
des autres ont une colonie plus ou moins hétérogeéne qui manifeste
la tendance a produire des secteurs. La race G se révele done comme
tres instable. Ce caractére a été observe plus tard encore sur d’autres
milieux.

§ 5. RACES V ET W.
Origine :

[La race G a été inoculée sur une série de milieux Coonagar,
différant les uns des autres par la teneur en azote (asparagine),
de 1009, de la quantité totale prévue par le milieu, a 09, de ladite
quantité. Partout, la croissance de G se fait d’une facon homogeéne,
exception faite de la boite dépourvue d’azote aminé ; le champignon
s'v développe, au début, sous forme d'un myecélium incolore
a hyphes hyalines ; il n'y a pas de gazon et la surface de la colonie
a l'apparence d'un empois d’amidon ; puis, soudainement, a des
distances différentes du centre de la colonie, se différencient des
hyphes pigmentées, d’ou résulte pour la colonie une apparence
d’étoile blanche au milieu d'un fond sombre. lLe début de
croissance incolore ne correspond pas a celui de la race G;
toutes les inoculations de G ne fournissent pas ce méme dévelop-
ment ; aussi, convient-on d’appeler « V» la végétation hyaline en
étoile; onappellera « W le secteur marginal pigmenté. De chacune
des zones V et W, on inocule un nouveau milieu de culture Coon-
agar, le 25. VI. 1925, soit dix-neuf jours apreés I'inoculation de G
qui fournit les deux races en question. Les tubes V et W sur Coon-
agar du 25. VI, servent a I'inoculation de deux milieux Coonagar
en vase Petri, le 2. 1V. 1925. A partir de ces deux boites, on ino-
culera le 10. 1X. 1925, deux tubes de milieu Coonagar; ces tubes se-
ront eux-mémes le point de départ (le 28. IX. 1925) de deux colonies
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sur milieu Coonagar ou l'asparagine est remplacée par du tartrate
d’ammonium. Ces tubes de V et W, sur Coonagar, a base de tar-
trate d’ammonium, fourniront (le 16. XI. 1925), le premier, 12
colonies issues de 12 pycnospores de V, le second, 8 colonies
issues de 8 pycnospores de W. C’est, en se basant sur ces cultures
sélectionnees, que les descriptions suivantes sont faites.

Lors de la production par V d'une zone marginale fertile et pig-
mentée « Wy on elit pu dire que la forme anormale stérile et hyaline
de G, race V, retournait au type G normal ; bien que W se rapproche
beaucoup de G, il n’y a pas pourtant similitude des deux races,
de telle facon que nous avons cru bon de conserver le terme W pour
qualifier une forme nouvelle née par mutation sectorienne de V.

D’ailleurs, la tendance & produire des secteurs de mycélium in-
colore et stérile, qui & leur tour redonnent une végétation fertile,
s’est manifestée plusieurs fois au cours des cultures de la race G ;
I'instabilité est méme devenue caractéristique de cette race. Ainsi
apparurent les races homologues N & W et B 4 V, par des secteurs
identiquement disposes et provenant également de G. (v. para-
graphe No. 6).

Morphologie coloniale et anatomie des races V et W sur milieu
Coonagar

V montre au cinquiéme jour une colonie blanche incolore et
glabre ; W a une colonie pigmentée et couverte d’'un mycélium
aérien avec un mouchet central. V a une végétation stérile, et,
si par hasard on trouve une pycnide, elle ne libére pas de pycno-
spores.

11 faut ici remarquer que la description donnée rappelle un état
de la race V, tel qu'on pouvait I'observer au début de son exis-
tence ; aprés quelques passages sur le méme milieu Coonagar et
le temps écoulé du 6 juin au 16 novembre 1925, soit plus de cing
mois, la stérilité de V a progressivement diminué ; il y a 1la un cas
intéressant de mutation lente qui permet la récupération d’un
caractére perdu, en apparence complétement, au cours d’'une mu-
tation brusque. Le cas est d’autant plus intéressant qu’on ne peut
guére '’homologuer & ces cas connus de récupération de virulence
ou de toxicité chez les bactéries, par passage sur un héte. En effet,
il y a la comme facteur essentiel et non analysé¢, I'influence modifi-
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catrice de I'hote sur son parasite ; tandis que dans la fertilité renais-
sante de la race V, on ne voit guere I'influence exercée par un milieu,
toujours le méme et inerte sur I’organisme qui s’y développe. Quel
que soit le mode par lequel V revient a la forme fertile, petites mu-
tations ou auto-sélection de lignées fertiles, cette fertilité ne rede-
vient pas treés grande et n’atteindra jamais celle de la race W ; elle
suffit néanmoins pour procéder au triage des pycnospores. W,
par contre, au cinquieme jour a développé des pycnides qui libe-
rent facilement des pycnospores. Dés le huitiécme jour, I'examen
microscopique révele que V a des hyphes périphériques du type
v et W du type «, ainsi que le montrent les figures 17 et 18.
Ces caracteres anatomiques se sont toujours retrouvés ; ils ne sont
cependant bien visibles: qu'au début de la végétation ; les photo-
graphies de la figure 19 pl. I11. se rapportent & des colonies dgées de
trois jours; a treize jours d’age, ces différences dans le mycélium de
bordure sont bien atténuées ; la prédominance dans le mycélium de
W de hyphes qui forment des anses et, dans celui de V, de hyphes
a courtes ramifications, demeure cependant. Aucune de ces figures
n’est exclusivement montrée par 'une des races ; il s’agit toujours
de dominance d’'un type de ramification. Le mycélium aérien de
W est court, répandu partout et de couleur gris-blanc ; on note
fréquemment la présence de hyphes en tourbillons dans le mycé-
lium interne de W ; la colonie a une couleur brun olive. Les pyec-
nides y sont brunes, petites et réunies comme en un chapelet.

La vitesse de croissance sur le milieu Coonagar est sensiblement la
méme pour les deux races. Mesures du diamétre des colonies pour :

\Y W
le cinquieme jour mm. 14,5 18
le sixiéme jour » 20,5 24
le huitieme jour » 28,5 31
le douziéme jour » 40 45
le treizieme jour » 50 50

L.a race W est un peu plus rapide dans la croissance en diametre.

Races V et W : Triages, Généalogie

La colonie sectorienne de G du 6. VI, sert de souche pour ino-
culer un tube de Coonagar le 25 VI, a partir du secteur V et un
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Fig. 17. — Hyphes du P. alt. W ; ramification simple, éléments pigmentés.

Fig. 10. — Hyphes du P. alt. V. ramification tourmentée éléments hyalins.
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second a partir du secteur W. De ces deux tubes on inoculera, le
2. IX, 4 boites Coonagar: 2 pour V et 2 pour W. Un premier triage
est opéré a partir de ces boites le 10. IX ; une spore de V sert a
inoculer un tube Coonagar, une spore de W un autre tube du méme
milieu. Deux paires de tubes, I'un Coonagar & base de nitrate
d’ammonium, l'autre a base de tartrate d’ammonium, sont ino-
culees le 28. IX, respectivement par les cultures monosporées de
V et de W. Des cultures V et W sur milieu Coonagar-tartrate d’am-
monium on inocule le 8. X, cinq boites Coonagar avec différents
sucres. Les mémes cultures du 28. IX, servent de souche pour le
triage de 12 pycnospores V et de huit pycnospores W (16. XI
et 11. XI). Du triage de V dérivent plus de 30 colonies sur diffé-
rents milieux ; du triage de W dérivent plus de 20 colonies sur dif-
férents milieux. En résumé, pour V, 48 colonies ont été suivies ;
pour W, 44 colonies ont éte suivies. La race W a fréquemment fourni
des secteurs de mycélium stérile, en particulier sur les milieux
pauvres en azote ; la race V a donné quelques secteurs pigmentes
et fertiles, reconstituant ainsi la race W, en particulier sur le milieu
mofiit-agar pauvre en azote.
W et V ont manifesté une instabilité nette.

§6. SOUCHES B ET N
Origine.

Nous avons dit, dans le paragraphe concernant I'origine de V
et W, que le type de mutation qui avait produit ces deux souches,
s'était répété plusieurs fois au cours des cultures de G. C’est ainsi
que furent obtenues les races B qui est 'égale de V et N I'¢gale de
W une culture Coonagar complet ayant éte inoculée par G, donna
lieu & un développement central incolore (B) suivi d'une zone mar-
ginale pigmentée (N). Ces deux races n’ayant jamais été sélection-
nées ultérieurement a partir de spores uniques, nous n’attacherons
pas la méme valeur aux observations qui vont suivre, qu’'a celles
faites & propos de V et W. '

Nous signalerons ici immédiatement les différences qui ont été
observees entre ces deux races sur le milieu type et d’autres milieux,

Milieu Coonagar : laraceB,a septjours d’age, est incolore, blanche
et stérile ; la race N est brune et fertile. Si on substitue au maltose
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du saccharose on a la méme différence. La substitution de lactose
au maltose laisse la race B blanche comme sur saccharose ; quant
a N, il fournit sur ce sucre une colonie fertile, brune avec un sec-
teur du type B. blanc. En mettant du galactose a la place de mal-
tose, B donne sur ce milieu une colonie avec un faible secteur.
N donne une colonie brune, fertile avec des secteurs du type B.
On peut résumer, en disant que le galactose et le lactose favorisent
la production de secteurs plus que le maltose et le saccharose.

Sur milieu Coonagar ou l'asparagine a été remplacée par du
tartrate d’ammonium, B fournit un mycélium aérien ; la colonie
est incolore ou a peine teintée, tandis que N a un mycélium aérien
pauvre, en une tache blanche; un abondant réseau pycnidial
du type G fournit une couleur rose saumoné a la colonie de N.
Sur milieu Coonagar (ou I'asparagine a été remplacée par du ni-
trate d’ammonium), B donne une abondante colonie d’apparence
grasse et riche en pycnides incolores; N a un aspect moins gras;
les pycnides y sont brunes. Pour ce qui est de ces deux milieux
riches en azote, on peut dire en résumé quela race B récupére plus
aisément sa fertilité quand I'azote assimilable se trouve sous forme
de nitrate d’ammonium que lorsqu’il est offert sous forme de tar-
trate d’ammonium.

En faisant croitre les races B et N sur des milieux Coonagar
ou la quantité totale d’azote du milieu varie de 1009, a 0 9%, on
observe :

1. Que B qui est blanc sur un milieu Coonagar complet, devient
graduellement noir sur un milieu dont la teneur en azote décroit.
L’examen microscopique de boites agées de un mois huit jours,
révele pour B sur milieu 100 9 d’azote des hyphes absolument
hyalines, tandis qu’elles sont nettement foncées sur un milieu a
3 9, de 'azote total. ‘

2. Pour N, sur le milieu normal (1009, d’asparagine), une colonie
d’apparence humide ou dominent les hyphes a cellules pigmentées
qui se suivent en longs filaments bruns. Au fur et a mesure que
I'azote disparait, la hauteur du mycélium diminue et les articles
des hyphes sont alternativement pigmentés et hyalins.

Une deuxieme série de cultures de la race B sur Coonagar ou
I’azote varie, montre une irrégularité telle de la croissance en sur-
face, qu’il est impossible de mesurer I'augmentation en diamétre
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de la colonie ; le mycélium, au lieu de se développer d’'une maniere
concentrique, est « affolé ».

On verra au paragraphe No 19, la description des secteurs
produits au cours de ces cultures.

N. B. L’origine de la race b issue par mutation de secteur de 1,
sera décrite au paragraphe No 20.

§7. — COMPARAISON DES MORPHOSES INDUITES CHEZ
LES DIFFERENTES RACES

Nous avons, dans les paragraphes quil précedent, decrit les vége-
tations de cinq races et deux souches, telles qu’elles se présentent
sur un milieu conventionnellement choisi comme milieu-type ;
parmi les milieux de cultures essayés, le milieu de Coon solidifie
par de I'agar-agar s’était montré favorable pour déceler les diffé-
rences existantes entre ces races ; aussi, I'avons-nous choisi. Mais
il va de soi que les descriptions de ces cinq races, suffisantes pour
les reconnaitre sur ce milien donné, méritent d’étre complétées
par les descriptions des mémes lignées sur d’autres milieux. Il en
est pour nos petites especes de champignons, un peu de méme que
pour les bactéries : leur comportement sur un seul milieu ne suffit
pas a les caractériser.

Nous avons donc entrainé simultanément nos cinq races dans
les conditions de vie les plus diverses, pour déterminer leur carac-
teres spécifiques de résistance et d’accomodation, caracteres qui
souvent ne peuvent étre soupconnés sous l'uniformité morpholo-
gique et dans la monotonie des conditions offertes par un unique
milieu.

Les variations de conditions de vie induisent des morphoses,
qui, pour générales et communes qu’'elles soient aux différentes
races, dans leur sens, n’en demeurent pas moins, dans leurs qualités
et intensités, particuliéres et spéciales a chacune des races.

Les caractéres de morphose ne sont pas arejeter dans une étude de
génétique ; la menfion de leur présence ou de leur absence et la
mesure de leurs intensités relatives fournissent aux diagnoses de
races un complément indispensable. Ces caractéres ont d’ailleurs
I'avantage de se laisser exprimer d’une facon quantitative ; ces
mesures conférent donc aux descriptions.de race une valeur ob-
jective bien appréciable pour la critique. .
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Trop rares sont, en effet, les caracteres morphologiques dont
on puisse, chez les Phoma, fournir la mesure; quant aux descrip-
tions de colonies ou impressions d’ensemble, elles restent quoique
fideles, difficilement estimables.

Nous avons donc étudié comparativement pour cinq races I'in-
fluence qu’exercent sur la végétation de ces champignons, les
hydrates de carbone d’une part et ’azote de l'autre. Les mémes
morphoses étaient simultanément réalisées pour les différentes
races, chacune de celles-ci étant représentée par deux cultures en
vase Petri, souvent trois, rarement une.

Je signale ici les observations de W. Brown, qui dans ses études
sur le genre Fusarium, a analysé les facteurs qui déterminent les
types de croissance de certaines races. Cet auteur, soucieux d’établir
les causes de la variabilité extraordinaire de ce genre, les a surtout
recherchées dans les conditions du milieu. En faisant varier ces
derni¢res, I'auteur induit une série de morphoses qui permettent
d’évaluer le role respectif de chacun des constituants du milieu.

La critique des phénomenes d’auto-intoxication ou d’auto-inhi-
bition de croissance, appelée « staling effect » en anglais, est tres
bien présentée dans cet article.

Dans une publication ultérieure, W. Brown signale des « saltations »
qui arrivent plus fréquemment sur certains milieux que sur d’autres.

§ 8. HYDRATES DE CARBONE

Les premiecres expériences consistérent a faire varier la concen-
tration en sucre (maltose) de 100 9% a 0 9%, de la quantité totale
prévue par le milieu de Coon, toutes les autres conditions restant
par ailleurs égales. Les différents milieux préparés contenaient res-
pectivement 1009, (Coon complet), 75 %, 62,5 %, 50 %, 37,5 %,
25 %, 12,5 9% et 0 % de la quantité de maltose exigée par la for-
mule de Coon.

Concentration
Relative Absolue
100 9, 3,6 %00
75 % 2,7 oo’
62,59, 2,25 /oo
o0 1,8 o/oo
31:0%; 1,35 900
25 9 0,90 /oo
12,5%, 0,45 °/o0

1 Brown, W.: Studies in the genus Fusarium
1I. Annals of. Bot. Vol. XXXIX (1925) 373-408
111. ibid. Vol. XL (1926) 203-221
1V. ibid. Vol. XL (1926) 223-252
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Eifets sur la eroissance du diamétre des colonies.

Les races a, (& et v se comportent de méme, c’est-a-dire diminuent
la vitesse d’extension de leurs colonies dans la mesure ou la quantité
de sucre disponible diminue.

La diminution de croissance en diameétre des colonies sur milieu
de Coon solidifié par de I'agar, en fonction des quantiteés de maltose,
se marque sur le graphique (voir fig. 20). Sur I'abscisse, sont por-
tées les valeurs proportionnelles aux concentrations sucrées ; chaque
ordonnée représente donc un milieu de culture particulier ; les
mesures du diametre des différentes colonies a un age donné, sont
inscrites chacune sur I'ordonnée correspondant au titre sucré de
son milieu ; la méme opération est refaite & un age plus avance et
ainsi de suite ; il faut tenir compte que tous les chiffres de diametre
inscrits sont les moyennes de trois mesures de colonies sur milieux
identiques. On voit sur chacun des graphiques, établis pour les trois
races «, ( et 7, les obliques s’élever de gauche a droite et montrer
nettement par la que la colonie grandit en surface proportionnelle-
ment aux quantités de sucre présentes. Il n’y a pas de différence
notable entre les trois races. Un optimum de concentration parait
correspondre a la teneur 759, soit valeur absolue 2,7 °/o0. Quelques
chiffres obtenus au cours du développement de la race W, nous
indiquent que l'absence de sucre retarde la croissance au début
sans que cet effet se poursuive plus tard.

Effets sur le myeélium aérien (gazon).

La diminution du sucre entraine la réduction du mycélium aérien
chez les races «, G, 7, V et W; cette disparition peut étre totale
quand le sucre fait completement défaut. Au centre de chaque
culture, se constitue généralement un mouchet de mycélium aérien ;
il varie d’ailleurs avec chaque race, tantot en dome, tantot en plu-
met, etc ; la carence de sucre les fait tous disparaitre et, apres eux,
les derniers vestiges de gazon. C’est a partir de 509, de la teneur
totale en sucre jusqu'a 12,5 9%, que la diminution du mycélium
se marque ; on peut dire qu'a 12,59, de sucre, les colonies sont
glabres. Il n'y a pas lieu de signaler a ce propos de différences
notables entre les races étudiées.
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Fig. 20. — Comparaison des croissances en diametre des races
%, G, 7, sur des milieux Coonagar ou la teneur normale en maltose
varie suivant le ° indiqué.
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Effet sur la couleur des colonies.

La disparition du sucre détermine un palissement tres net des
disques de culture. On peut passer du blanc de neige au noir char-
bon.

Cette propriété est commune aux races «, G, 7, W.

L.a race V qui est, en temps normal, blanche incolore méme sur
1009, -de maltose, échappe a cette regle. La décoloration apparait
le plus vite chez G, puis «, puis W, puis 7.

Ce n'est que I'examen morphologique et histologique qui nous
donnera l'explication de ce fait.

Effets sur la morphologie.

La diminution du sucre transforme complétement le régime
anatomique. Nous avons vu précédemment que le mycélium interne
est constitué de hyphes a articles hyalins et de hyphes a articles
foncés, brun-olive. La diminution et surtout I'absence totale de
sucre entraine la disparition compléte de la pigmentation cellulaire ;
les articles deviennent absolument transparents, a tel point qu’étant
donné I'absence de tout mycélium aérien, il est malaisé de distinguer
I'invisible réseau mycélien de la colonie. Cette derniére est pourtant
parfaitement développée et ponctuée comme a I'ordinaire de toutes
ses pycnides ; la disparition de la nourriture hydrocarbonee
n’affecte ni la concentration, ni la grandeur des pycnides, devenues
de petites boules incolores qui ne se détachent plus sur le fond de la
colonie. Cette dépigmentation se répercute jusque sur les pycno-
spores qui abandonnent leur teinte glauque.

Les globules graisseux diminuent considérablement dans les
cellules. Au point de vue anatomique, la premiere remarque a faire
est la réduction, puis la disparition absolue des éléments hypno-
cystes, toujours plus colorés que le reste de la hyphe, de laquelle ils se
détachaient ; plus trace de cellules durables, en forme de massues
ou de grappes ; le mycélium a une tendance a se simplifier en un
mycélium & grandes cellules allongées hyalines ; les cloisons sont
plus distantes. Il faut toujours se rappeler que le substratum agar,
si peu hydrolysable qu’il soit, peut cependant fournir quelque ali-
ment - hydrocarboné . 4 ces champignons, parasites habituels de
milieux a4 polysaccharides. |
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ILa carence de sucre réduit considérablement les différences
existantes entre les races; sur un milieu totalement dépourvu de
sucre, il est bien difficile de reconnaitre les races les unes des autres,
a moins qu'un exces de nourriture azotée n’exagere les caracteres
raciaux des pycnides. Ainsi, sur le milieu Coonagar, sans sucre,
les colonies de o, G, 7, W, N, agées de 15 jours, sont semblables;
seules celles de V et B se distinguent nettement par leur stérilité
partielle. On peut conclure que la nourriture hydrocarbonée est
une source de différenciation.

§ 9. — CULTURES SUR DIFFERENTS SUCRES.

Le milieu Coonagar contient du maltose : il était intéressant
d’observer comment se comporteraient nos races pures en variant
cette fois-ci, non plus la quantité, mais la nature méme des sucres
dans le milieu de Coon.

On a substitué au maltose d’autres disaccharides : saccharose,
lactose ; puis des hexoses: glucose, lévulose, mannose, galactose ;
enfin, des pentoses : arabinose, xylose. La premi¢re remarque fut
que certaines des races qui jusqu’a présent avaient toujours montré
une grande homogénéité dans leurs colonies, manifestérent des
secteurs.

Premiere série : Cultures agées de 12 jours sur Coonagar :

Races: Malltose Saccharose  Lactose GGalactose

H — colonie « H H H H
homogene G H H H H
S = colonie 7 H S H H
sectorienne N H H S S
B H H H S
W H H H H
AY H H H H

LLa race v montre un secteur bien net (voir plus loin : chapitre
colonies sectoriennes), qui est représenté a la figure 48 pl. X. Les
secteurs montrés par les races N et B n’ont pas la méme significa-
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tion génétique, puisque seules ces deux races ne furent pas sélec-
tionnées a partir d'une cellule unique.

De cette premiere série de cultures, se dégagent les faits suivants :

Larace « a développé un mycélium d’apparence et de composition
trés semblable, sur saccharose, a ce qu’elle montre sur maltose ;
la colonie est peu colorée, sauf aux endroits de concentration de
pycnides; tandis que sur lactose et galactose, elle donne lieu a des
disques coloniaux beaucoup plus pigmentés ; il semble done que
ces deux derniers sucres favorisent la production de réserves chro-
mogenes. L’examen anatomique de cultures agées de 48 jours,
révele dans le mycélium aérien de « sur Coonagar-maltose des figu-
res d’hypnocystes hyalines en chainette ; il en est de méme sur
Coonagar au saccharose. Tandis que la méme souche « a différencié
dans le mycélium aérien développé sur Coonagar-lactose, un beau-
coup plus grand nombre de ces figures et d’hypnocystes muri-
formes nettement pigmentées; le lactose est de beaucoup le sucre
le plus favorable a la production de ces figures ; le galactose 'est
aussi, mais 4 un moindre degré.

LLa race G se comporte d'une maniére analogue en distinguant,
d’une part maltose et saccharose, peu favorables & la pigmentation
et de l'autre, lactose et galactose plus favorables. La race G, par
ce caractere, se rapproche plus de « que de la race y qui déve-
loppe des colonies constituées de mycelium également hyalin sur
les quatre sucres ; il faut pourtant signaler le secteur tres foncé
de 4 sur saccharose (voir figure 48 pl. X.) qui dénote la différen-
ciation d'un rameau mycélien plus adapté a se servir du sac-
charose.

Une deuxieme série de cultures sur les sucres suivants : lévulose,
mannose, galactose, arabinose, xylose, montre que sur ces différents
sucres, les races «, (+ et y conservent les caractéres différentiels
suivants : « possede un mycélium aérien et des pycnides de cou-
leur rose fort irrégulierement réparties a la surface de la colonie.

G se rapproche nettement de « par ces caractéres; y a une colonie
glabre, fournie de pyvenides, plus petites et fermes.

Comme particularités, on observe sur des cultures agées de
15 jours :

1. Que «, sur Coonagar-arabinose, produit dans son mycélium in-
terne un grand nombre d’hypnocystes noires ; on ne les retrouve
pas sur Coonagar-xylose, mannose, galactose, lévulose.
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2. Que G ne produit sur aucun sucre des hypnocystes.

3. Que v produit sur Coonagar-mannose beaucoup d’hypnocystes,
alors qu’il ne le fait pas sur les autres sucres.

D’une manicre générale, arabinose et mannose favorisent mieux
la production de réserves chromogenes intracellulaires, que ne le
font le galactose et le xylose

§ 10. — RACES V ET W SUR DIFFERENTS SUCRES.

Coonagar sans suere:

Une colonie de W montre au quatriéme jour un mycélium
aérien faible, sans pycnides visibles; le neuvieme jour, un myce-
lium hyalin, presqu’invisible couvre la boite ; les pycnides sont
abondantes, hyalines et disposées en chapelets jusqu’au bord de
la boite; le seiziéme jour, le caractére d’invisibilité a persisteé.

V montre au cinquiéme jour, un mycélium quasi-invisible a
pycnides hyalines ; la méme apparence persiste au seiziéme jour,
sauf en ce qui concerne 'apparition de pycnides ; la colonie a une
apparences réguliére, circulaire, que ne montre pas celle de W. Au
bout d’un mois, la colonie est demeurée hyaline avec des pycnides
apparaissant comme des points graisseux.

Arabinose :

Au bout de cinq jours, la colonie de W montre un mycélium
aérien et des pycnides roses ; au neuvieme jour, la colonie est déja
foncée et le mycélium aérien prend, au seizieme jour une teinte
beige-olive ; on note un secteur marginal du type V ; au bout d’un
mois, la colonie est devenue trés foncée, couverte de mycélium
aérien et tres fertile en pycnides.

V débute par un mycélium aérien blanc ; au bout d’'un mois, la
pigmentation est tres pale, beige, et la colonie se montre peu fertile.

Xylose :

La colonie de W montre au quatriéme jour un fort mycélium
aérien : d’autre part, les pycnides ne sont pas aussi visibles que
sur le milieu arabinose ; dés le neuvieme, jour, la colonie fonce.



(59) F. GHODAT. MUTATION CHEZ LES. CHAMPIGNONS 95

Il v a deux petites langues sectoriennes au bord de la colonie. Au
bout d’un mois, la colonie est trés fertile et foncée.

V débute par un mycélium aérien blanc, puis gris; il y a quelques
plages de pycnides noires ; le dessous de la culture est irrégulier ;
au bout d’un mois, la colonie est trés pale et peu fertile.

Lévulose :

W au bout de quatre jours fournit un myecélium aérien net avec
des pycnides faiblement rosées ; au bout de neuf jours, la colo-
nie devient plus foncée ; le mycélium aérien persiste au neuvieme
jour, au seizieme, au trentieme jour; la colonie est alors devenue
fortement glycogénique avec un mycélium aérien treés fertile.

V, au bout de cinq jours, fournit un mouchet central en forme
de dome consistant en mycélium aérien blanc ; la colonie, agée
d’un mois, est nettement moins glycogénique, moins fertile que W ;
les pycnides y sont distribuées sporadiquement ; on note un sec-
teur dans le mycélium aérien.

Galactose :

W se comporte au quatrieme, neuvieme, seizieme et trentiéme
jour de sa culture comme sur lévulose ; la colonie finit par étre
tres foncee.

V se développe aussi d’une facon analogue a sa culture sur lévu-
lose : seul, le mycélium aérien est plus gris. Au bout d’un mois, la
colonie est demeurée pale et un peu moins fertile que W. L’examen
au quarante-huitiéme jour montre une colonie glabre foncée ; les
espaces interpycnidiaux doivent leur couleur foncée aux faisceaux
de hyphes brunes qui réunissent les pycnides.

Mannose :

La race W montre, au cinquiéme jour, un mycélium aérien plus
faible que sur les deux autres sucres, lévulose et galactose. Au bout
de neuf jours, cette différence s’égalise en ce sens que la culture
devient pareille a celle des deux autres sucres ; au bout d’un mois,
la culture est foncée.

V se comporte comme sur les deux autres sucres; a I’age d’un
mois, la colonie est encore pale.
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Lactose :

LLa race W donne, au bout de douze jours, une colonie foncée ; la
teinte augmente ; au quarante-huitieme jour, la colonie est ponc-
tuée de pycnides noires.

V fournit aussi une culture foncée avec un secteur blanc ; au
bout de quarante-huit jours, la colonie est devenue ponctuée de
pycnides noires. Le secteur qui se détache par son mycélium
aeérien est petit, mais ne disparait pas avec le vieillissement de la
colonie. Le lactose est en somme un milieu trés peu différenciel.

Il en est tout autrement du saccharose.

Saccharose :

W au bout de douze jours donne une culture foncée ; au bout du
quarante-huitieme jour, la colonie est demeurée glabre, chagrinée,
visqueuse, pigmentée partout. Les pycnides y sont nombreuses
et régulierement distribuées ; cependant, il y a lieu de noter qu’elles
fournissent peu de pycnospores.

V, au bout de douze jours, donne une colonie blanc-beige ; au
bout de quarante-huit jours la culture se présente comme une
colonie glabre, chagrinée, visqueuse, incolore, sauf en quatre plages
marginales, un peu plus foncées ou les pycnides sont colorées. 11y
a pourtant partout, par minuscules plages, des zones de pycnides
pales, quasi invisibles. Ces pycnides sont presque stériles ; méme par
compression, elles ne fournissent qu’a grand-peine quelques cellules-
spores (voir figure 21 pl. 1V); il en est de méme d’ailleurs pour V
sur Coonagar au maltose.

Une seconde série de cultures a confirmé ces résultats qui font
du saccharose une sucre différenciel pour V et W.

V montre la capacité de fournir quelques secteurs foncés du
type W. Un autre milieu, dit agar-amidon (3 9, amidon soluble
+ 1 1/29%, agar-agar) a donné¢ pour la race :

W au bout du quatriéme jour un mycélium treés faible et aucune
pycnide ; au bout de neuf jours, la colonie est glabre, de couleur
brunatre avec quelques points noirs ; au seiziéme jour, pas de my-
célium aérien, colonie beige-olive, sans pycnides visibles ; au bout
d’un mois, culture foncée.

V est glabre au bout de cinq jours ; la couleur passe du beige
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a olive pale au seiziéme jour ; & un mois d’age, la colonie est demeu-
ree pale.

On en conclut que V n’est pas aussi adaptée a se servir des poly-
saccharides pour procéder a I'accumulation de réserves chromogenes.

En résume, sur milieu sans sucre, V et W différent principale-
ment par la fertilité de W, les caractéres de pigmentation et de
gazon ayant disparu.

Les pentoses sont des sucres particuliécrement favorables aux
deux races ; arabinose est plus assimilable encore que xylose ; la
fertilité de W et sa capacité de pigmentation intracellulaire, le
distinguent de V qui fournit pourtant un gazon sur ces pentoses.
Sur les hexoses, W fournit des cultures pigmentées fertiles et munies
de gazon ; lévulose, galactose et mannose sont d’égale valeur; ce
dernier légérement moins propice au développement. V est tou-
jours plus pale et moins fertile. Des deux dissacharides, seul le
saccharose est différenciel, le lactose ne I'étant pas. Nous donnons
ci-aprés une table des chiffres (en mm.) de la croissance en diame-
tre des deux races sur différents milieux. On ne voit guére de dif-
férence pour V entre les sucres employés : maltose est le plus favo-
rable ; les milieux riches en azote augmentent la vitesse d’exten-
sion.

W n’est pas aussi sensible a 'addition d’azote; la vitesse de crois-
sance est pour ainsi dire partout Ia méme.

BULLETIN DE LA SOCIETE BOTANIQUE DE GENEVE, Vol, XVIII, fasc. I, pare lp 7 ao0i 1926. 7
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Croissances en diamétre de V et W sur Coonagar avee différents

. sueres
Millimetres.
25 3
\‘V{ 6 3 60 ol 85 Sans sucre (Coon)
T = [y
\k’ 19 b 30 e 50 || Arabinose (Coon)
- i
\Y 19 18 30 50 59 || Xylose (Coon)
\X 19 18 39 10 57 || Galactose (Coon)
V‘V] 10 15 30 59 57 Mannose (Coon)
" !
\‘6 14 15 30 . 51 || Amidon-agar
\% 29 — C .
w20 49 75 oonagar normal
\% 22 64 Coonagar au tartrate d’am-
Wi 15 48 85 monium
Vv 28 60 Coonagar au nitrate d’am-
W] 15 40 60 monium
Jour| 4¢ 5¢ Qe 12e 16¢
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§ 11. — AZOTE.

Les mémes recherches que celles exécutées pour les sucres furent
faites a propos de I'azote. Nous étudions ici la maniére de se com-
porter des différentes races,quand on diminue la teneur en aspara-
gine de 1009, a 09, de la quantité totale prévue. La cause d’erreur
due aux matieres protéiques introduites avec I'agar, est tres faible.

Effets sur la croissance en diametre.

Il suffit d’examiner le graphique (figure 22) pour voir que les
obliques s’abaissent de gauche & droite, 4 I'inverse de ce qui se pas-
sait pour la graphique 20 relatif aux sucres; ces deux gra-
phiques, 20 et 22, sont les expressions de deux expériences en
tous points identiques ; conditions extérieures, concentrations de
la nourriture et duree ; elles ne différent que par le facteur variant
azote, en l'ocurrence, pour ce dernier graphique 22.

A une diminution progressive de l'azote assimilable, offert ici
sous forme aminée, correspond une augmentation de surface de la
colonie du champignon ; cette régle est valable pour les races : a,
G et ¢, ainsi que le montre le graphique de la figure 22.

Le tableau suivant fournit quelques chiffres concernant la vitesse
de croissance en diametre de la race ¢ sur des milieux Coonagar
variant par la teneur en azote.

Jours : | 100% | 75% | 50%, | 33% | 25% | 12,5% | 6% | 0%
4me 15 15 | 15 15 15 15 14 | 18
Ime 38 37 | 37 | 35 | 41 40 10 | 48
13me 57 55 | 55 | 57 | 57 | 59 60 | 70
23me 83 81 83 | 85 8 | 85 85 | 85

Les quantités d’asparagine contenues dans chacun de ces diffé-
rents milieux, sont converties en valeur absolue dans la table
suivante :
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100
73
20
25
125
6l
31
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62
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100
7
150
25
125
62
31
0.%

Fig. 22. — Comparaison des croissances en diamétre des races «, G, 7, sur des milieux Coo-
nagar ou la teneur normale en asparagine varie suivant le °/ indiqué.




(61) F. CHODAT. MUTATION CHEZ LES CHAMPIGNONS 101

Concentration

Relative A bsolue
100 9, = 0,266 °/,,
75 % = 0,199 %/,
50 9, = 0,133 %/,
33,3 % = 0,089 /40
25 95 = 0,067 %/,
12,5 % = 0,034 %/,

6,25 9,

I

0,017 °/,,

Cette série correspond & la photographie de la figure 24 pl. V.
faite 4 I'age de 23 jours. Au neuviéme jour, la colonie 1009, est
rose-brunatre ; 759, brunatre rosé ; 509, brunatre rosé, puis on
passe 4 brun foncé.

Les chiffres du tableau suivant montrent que les races V et W
se comportent de méme, c’est-a-dire qu’a la diminution de I'azote
assimilable correspond une plus rapide extension du mycélium.

w \'
jours jours

Azote | gme 9me 13me 4me 9me 13me
0% 18 49 73 18 45 67
6%, 18 44 67 17 40 61
129, 18 44 65 19 42 60
25% 20 45 62 20 40 60
33% 19 45 63 19 41 H9
500, | 17 44 59 17 10 59
5%, 18 42 60 17 42 60
1009, 18 44 62 18 43 62

(% de la quantité d’asparagine prévue par le milieu de Coon.
Mesures des diameétres en millimeétres).

La diminution, et surtout ’absence totale de nourriture azotée,
détermine une augmentation de I’aire coloniale ; cette plus grande
extension correspond a une sorte de faim en azote de I'organisme
qui s’étend pour gagner des plages nouvelles, au fur et 4 mesure
qu’il a épuisé celles du centre. Il y a 1a un chimiotactisme bien défini.
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Je me garde de dire qu’il y a ici augmentation de masse ; il ne s’agit
que du diametre colonial. L’abondance mycélienne est beaucoup
diminuée, le réseau étant plus lache. Les effets sur la qualité et
la composition du mycélium seront d’ailleurs discutés dans un pro-
chain paragraphe. Signalons encore que c’est surtout entre 129
et 09, de I'azote total du milieu, que se manifeste la plus rapide
augmentation du diametre. Les premiers jours du développement
colonial marquent peu de différence entre un milieu riche ou pauvre
en azote.

Effets sur le myeélium aérien (gazon).

D’une facon générale, la diminution et I’absence d’azote affec-
tent la vigueur de la végétation aérienne ; elle peut méme dispa-
raitre complétement : G, o ; il en est de méme pour V et W ; la
question ne se pose pas pour y qui est glabre. Ce n’est guére qu’entre
69, et 09, de I'azote aminé présent que la disparition de la végéta-
tion aérienne se marque ; elle est toujours moindre et moins pro-
gressive que celle causée par la réduction du sucre. Nous donnerons
ici, a titre de complément, quelques notes a propos du mycélium
aérien de cultures sur milieux dépourvus d’azote.

o : 4me jour :  Colonie absolument glabre (25 mm.).
7me jour :  Colonie absolument glabre (41 m..).
70me jour : Colonie couverte d'un mycélium aérien,
cotonneux, comme un feutre de couleur beige-café au lait; de
petites pustules du milieu, éparses dans la colonie, sont recouvertes
du méme feutrage.

G : 4me jour: Colonie absolument glabre (30 mm.).
7me jour :  Colonie absolument glabre (48 mm.).
70me jour :  Colonie couverte d'un mycelium aérien beige-

gris, constitué de mailles entre lesquelles on apercoit le brun du
substratum. La colonie a un aspect chagriné.

1: 4me jour : Colonie absolument glabre (25 mm.).
7me jour : Colonie absolument glabre (43 mm.).
70me jour : Colonie couverte par un fin mycélium aérien
gris-plomb, constitué par un réseau tres lache de cordons mycéliens.
Il y a donc lieu de conclure que des cultures trés agées des races o
G et ¢ fournissent des gazons typiques pour chacune.
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Ces vegétations aériennes secondaires (v.fig. 23 pl. IV) proviennent
en majeure partie de la germination des hypnocystes et de germi-
nations nées directement sur les pycnides. Ces gazons sur milieu
dépourvu d’azote, n’ont jamais I'importance de ceux qui se forment
immédiatement dans des conditions normales.

Eifet sur la couleur des colonies.

La disparition de l'azote assimilable dans le milieu de culture
détermine un noircissement progressif de la colonie ; ceci est donc
I'inverse de ce qui a lieu quand le sucre diminue. Sur un milieu a
100 9, d’azote aminé (asparagine), la colonie demeurera claire, a
peine pigmentée, sauf aux lieux de concentration de pycnides ;
une colonie de méme age, sur un milieu identique mais quasi dé-
pourvu d’azote sera complétement noire.

Ceci est particulierement visible dans la série de cultures de
la race ¢ sur des milieux variant par la teneur en azote. I.’examen
dela fig. 24 pl. V. révele une pigmentation des disques coloniaux qui
diminue de gauche a droite ; c¢. 4. d. que si on examine la culture
de droite, agée de 23 jours sur un milieu Coonagar complet (azote
100 9;) on voit une colonie blanche ponctuée de pycnides foncées ;
au fur et @ mesure que la teneur en azote diminue on voit les colo-
nies se border d’une zone noire (75 ;) qui s’¢largit (50 %) pour
enfin couvrir la colonie tout entiere (33 %) ; la teinte devient
plus foncée jusqu'a 69, ; il y aura lieu de noter qu'en I'absence
totale d’azote, la colonie est plus claire que ne le supposerait la
gradation des teintes. On peut faire I'hypothése, que le défaut com-
plet d’azote se fait sentir si fortement, que les substances azotées
manquant, I'¢élaboration des pigments est limitée.

La race 7 se préte tout particuliérement a la démonstration pour
la raison.que tout le tissu interpycnidial est hyalin, tandis que
les races o et GG (dont le mycélium est mélangé de hyphes a cellules
pigmentées et a cellules hyalines) se prétent moins bien a cette deé-
monstration. Au contraire, les races V et W se comportent d’une
facon analogue & v, ainsi que le prouve la photographie (fig. 25 et
26 pl. V). La encore la pigmentation de la colonie augmente du
milieu a 100 9, d’azote jusqu'au milieu a 6 9, ; le milieu a 0 9%
échappe partiellement a la régle, étant donné les conditions toutes
spéciales créées par la carence complete de 'azote.

Un autre document vient encore confirmer les précédentes
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o bservations. Il s’agit dela photographie (fig. 27 pl. V) de la race ins-
table B ; le noircissement augmente avec la diminution de I'azote ;
mais ici I'organisme produit les hyphes pigmentées par secteurs ;
la progression est marquée par I'intensite de coloration et le nombre
des secteurs.

Nous donnerons, a titre de complément, les observations faites
a propos de V et W : les colonies de la race W foncent progressi-
vement au fur et & mesure que 'azote diminue ; il faut cependant
mentionner que le vase Petri 0 9, azote se comporte presque tou-
jours différemment ; c. a. d. que si la diminution d’azote entraine
la formation des hyphes pigmentées, I'absence quasi totale (milieu
agarisé) d’azote réprime légérement cette tendance, 'azote deve-
nant si rare qu’'il y a difficulté & produire les produits mélaniques
qui accompagnent les cellules hypnocystes. Quant aux pycnides,
elles disparaissent rapidement avec la diminution de l'azote ; le
mycélium aérien demeure égal, puis diminue a 6 % ; a 0 % la
colonie est glabre.

Les couleurs au neuvieme jour sont les suivantes: 100 9 :
incolore; 75 9, : presque incolore; 50 %, : faiblement olive; 33 9, :
olive ;.25 9, : olive ; 12 9, : olive foncé ; 6 9, : olive foncé ; 0 9, :
beige-olive.

LLa race V passe au fur et & mesure que I'azote diminue de 1009,
a 0 % du blanc au beige-olive ; ici encore la colonie sur milieu a
0 9, d’azote fait exception, le mycélium est invisible, hyalin.

Les couleurs sont : 100 9 : blanc ; 75 9, : blanc ; 50 9%, : blanc-
trouble; 33 9,: beige trés pale; 25 9%,: beige presqu’incolore ;
12 9%, : olive ; 6 9, : beige-olive ; 0 9, : invisible. Au bout de 13
jours on peut dire que 100 9, est rose et 6 %, foncé.

En résumé, la série de W produit beaucoup plus rapidement
et plus intensément du glycogéne + pigment par absence d’azote.
que ne le fait la série de V ; a vrai dire, il n'y a qu'une différence
d’intensité entre ces deux manicres de se comporter.

Eifet sur la morphologie.

[’action la plus marquée de la diminution de I'azote est celle
exercée sur la fertilité du champignon. A la réduction de I'aspa-
ragine correspond une réduction de I'appareil conidial ; les pyc-
nides diminuent de grandeur et leur concentration par unité de
surface se réduit considérablement.
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Ce phénomeéne est général ; les races o, G, 1, Vet W le manifes-
tent. C’est encore chez la race y qu’on peut le plus facilement I'éva-
luer, vu I'absence de mycélium aérien.

La fig. 28 de la planche V montre une série de photographies
prises au moyen du « Mica » de Leitz, directement sur les colonies
développées sur des milieux variant par la teneur en asparagine ;
chaque photographie a été prise au hasard dans le champ colonial a
cm. 2,5 du centre. La photographie de droite (Coonagar normal
100 9, d’azote) montre de grosses pycnides noires sur un fond clair;
75 9%, semble tout aussi favorable ; 4 50 9, la réduction du nombre
et de la grandeur est sensible ; mais, c’est surtout entre 25 9, et
0 9%, que la stérilité apparait visiblement. On s’é¢tonnera peut-étre
de ne pas voir les espaces inter-pycnidiaux plus foncés ; mais il
faut se rappeler qu’il s’agit d’une micro-photographie faite au
moyen d’un faisceau lumineux qui vient par-dessous et traverse la
colonie.

Nombre de pyenides.

Dans le tableau suivant, nous avons exprimé la diminution du
nombre de pycnides par unité de surface ; ces chiffres ont été
calculés comme suit : on photographie des colonies du Phoma 7
sur des milieux variant par la teneur en azote; toutes les autres
conditions sont ¢gales et I'on tache encore de choisir des situations
homologues dans les différentes colonies.

La portion découpée par le systéme optique dans le champ
colonial est considérée comme unité de surface, et I'on dénombre
les pycnides sur les épreuves; ce dénombrement n’est pas tou-
jours facile a cause des états d’agrégation, ou, de la difficulte de
distinguer une trés petite pycnide d'une grosse hypnocyste.
Néanmoins les chiffres obtenus montrent la proportionalité entre
I'azote disponible et la production de pycnides. Il eit été inté-
ressant de pouvoir faire des mesures analogues pour « et W ; mais
I’abondance du mycélium aérien 'empéchait complétement.

Nombre de pycnides

par unité de surface 01075 3|10 1420 23

% de la teneur nor-
male en Asparagine |03 |6 12 | 25 | 50 | 75 | 1009,
dans le mileu de Coon
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A mesure que l'azote diminue, la production de pigments cellu-
laires s’accuse de telle facon que la colonie prend la teinte foncée
sus-decrite. La couleur de la colonie n’est pas due qu’a I’'amoncel-
lement des hyphes brun-olive ; la présence de pycnides et des
éléments hypnocystes y contribue aussi. Les pycnides manquent
complétement sur milieu sans azote ; ce sont les nombreuses figures
des hypnocystes qui jouent le principal réle. Ce sont surtout sur
ces milieux qu’on peut observer les formes variées des appareils
a cellules durables : les formes en massues noires (muriformes)
sont les plus fréquentes.

I’examen attentif des clichés de gauche de la figure 28 pl. V
montre déja que sur milieu pauvre en azote une foule de petites
figures se sont substituées aux pycnides disparues. On peut pro-
duire a volonté ces hypnocystes en cultivant le champignon sur
un milieu pauvre en azote. La fig. 29 pl. VI montre quelques types
d’hypnocystes photographiées sur milieu sans azote, produites
par les races «, G et 1.

Ces figures ne se retrouvent que difficilement dans les cultures
de « sur milieu complet, et pour ainsi dire jamais dans les cultures
de G et ¥ sur milieu complet.

La race o est celle qui produit le moins d’hypnocystes; G et y
qui en temps normal n’en forment pas, en produisent abondam-
ment, G surtout. Il y a lieu de signaler que 7 modifie ses tissus
interpyenidiaux par la création de hyphes colorées qui n’existaient
pas au début sur milieu complet.

ILa production d’hypnocystes peut n’étre pas immeédiate ; par
exemple des cultures de y dgées de 17 jours les montrent, tandis
qu’elles ne se sont pas encore développées chez G et «. Comme
nous l'avons déja signalé, les éléments hypnocystes sont riches en
glycogéne, et ce dernier toujours accompagné du pigment qui est
cause de la noirceur des hypnocystes.

§ 12. MILIEUX RICHES EN AZOTE.

Dans le milieu de Coon, on a substitué du tartrate d’ammonium
(gr. 1,67 9%, al'asparagine, et, dans une deuxié¢me expérience, du
nitrate d’ammonium (gr. 0,8 %,.).

Concentration des sels d’azote : N/100. On appelle le premier
milieu : Coon-tartrate agar, le second Coon-nitrate agar. Les deux
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se sont trouveés favorables a la croissance des races de Phoma,
mais désavantageux pour les différencier.

La vitesse de croissance sur le milieu Coon-nitrate-agar est la
méme pour « et 7, G montre un retard sur les deux autres :

Diameétre de : o G 1

aux 3me jour 9 mm. 4 mm. 8 mm.
4me jour 17 mm. 16 mm. 16 mm.
7me jour 30 mm. 25 mm. 30 mm.
10me jour 40 mm. 33 mm. 40 mm.
15me jour 60 mm. 50 mm. 60 mm.

D’une manieére générale, ces milieux donnent lieu a des colonies
abondamment fournies en pycnides, totalement dépourvues de
mycélium aérien et constituées par des hyphes non pigmentées.
Ce dernier caractére s’observe trés nettement quand on compare les
tubes-cultures des différentes races qui ont poussé sur milieu Coon-
agar a base de nitrate ou de tartrate, avec les mémes cultures
développées sur amidon agar. Ces dernieres sont noires tandis que
les premicres sont roses.

Les races V et W ont donné sur milieu Coon-tartrate-agar les
végétations suivantes : W, 4me jour : abondant myecélium aérien
blanc ; le dessous de la colonie a une tache rose : 9me jour, cul-
ture rose, en raison des nombreuses pycnides; un leger duvet
blanc recouvre la colonie ; au 16me jour le mycélium aérien a
encore diminué.

V, au bout de 5 jours, fournit un mouchet central blanc tres net ;
au 12me jour on a des pyecnides rose-pale ; le mycélium interne
incolore est plus dense que pour W ; un léger duvet blanc couvre
la colonie.

Sur le milieu Coon-nitrate-agar, W montre au bout de 4 jours
un riche mycélium aérien blanc; au 9me jour, la colonie est devenue
glabre et couverte de pycnides roses au centre; au bord reste
un duvet marginal.

V ne se distingue que par la non-coloration de ses pycnides.

Milieu Peptone-agar.

Un bouillon artificiel de peptone 3 9%, dans I'eau ordinaire, soli-
difié par de I'agar (1,5 9,) constitue ce milieu riche en azote et
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dépourvu de sucres. La culture de « y donne un mouchet central
de mycélium aérien incolore ; sur le reste dela colonie couverte de
pycnides rose-saumon, il n'y a pas ou peu de mycélium aérien.

G et v ont un mycélium plus pauvre encore, ras, et partout des
pycnides abondantes. Somme toute, ce milieu est tres défavorable
a la différenciation des races ; aucune n’acquiert de pigment intra-
cellulaire sur ce milieu dépourvu de sucres.

§ 13. MILIEUX PAUVRES EN AZOTE.

Dans le but de contréler les effets que nous avonsre connus étre
dus a la diminution de I'azote disponible, nous avons cultivé les
meémes souches sur des milieux de culture pauvres en substances
azotées. Parmi eux signalons : Amidon soluble 3 9 agarisé, moft-
agar, pomme de terre agar, pomme de terre pure, pain. Sans étre
complétement dépourvus d’azote, les deux derniers en particu-
lier, ces milieux se caractérisent cependant par la prédominance
de la nourriture hydrocarbonée.

Amidon soluble 3 9, agarisé.

La vitesse de croissance en diameétre est a peu prés la méme que
celle mesurée sur des milieux riches en azote (peptone-agar, Coon-
agar a base de nitrate d’ammonium). Les cultures noircissent toutes
en vieillissant, par accumulation de réserves chromogénes dans
les cellules.

L’examen des colonies indique l'absence de mycélium aérien
ou sa réduction a une délicate trame de hyphes interpycnidiales.
Il y a encore formation de pycnides peu nombreuses chez les trois
races o, G et 7.

En examinant la fig. 31 pl. VII, on peut se rendre compte de la ré-
duction des pycnides sur milieu amidon-agar par comparaison avec
la figure donnée par la méme race « ou 7 sur milieu Coonagar com-
plet. On notera aussi en passant la différence des pycnides de «
et ¢ sur le milieu type. Les pycnides que 'on trouve sur le milieu
a base d’amidon, sont a vrai dire bien modifiées.

Ce ne sont plus que des nceuds stériles consistant en boules de
cellules serrées d’ou irradient les hyphes ; ces figures ne montrent
point d’ostiolum et I'on n’observe aucune pycnospore ; on a chez
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ces pseudopycnides, ainsi que je les ai appelées, le terme de tran-
sition de la pycnide a I'hypnocyste.

Par contre, la production de hypnocystes muriformes est abon-
dante sur milieu agar-amidon. Les races « et ¥ montrent des figures
tres nettes ; G n'en montre pas. L.es corps en massues sont de plus
petite taille chez 1.

Milieu pomme de terre agarisé.

Ce milieu, apreés nous avoir servi au début de nos expériences,
fut plus tard abandonné. Notons, cependant, que le premier secteur
obtenu, d’ou est dérive ¢, I'a été sur un milieu pomme de terre agar,
soit relativement pauvre en azote. Des cultures répétées de o, race
s¢lectionnée plusieurs fois, ne nous ont jamais redonné de secteur
¢ sur ce milieu, ni sur d’autres d’ailleurs.

Milieu de pomme de terre.

On prend une volumineuse pomme de terre, cylindrique si pos-
sible, puis on y découpe 5 a 6 rondelles épaisses d'un cm. environ ;
ces sections, placées dans des vases Petri, sont stérilisées a 120¢
deux fois ; il faut avoir soin de mettre un peu d'eau au fond du
Petri. On a, de cette maniere, 5 a 6 milieux suffisamment compara-
bles, sur lesquels on ensemence les différentes races.

Il est intéressant de remarquer ici que pour distinguer aisément
les races, il y a toujours avantage a se servir de milieux naturels
(pomme de terre, pain, etc.) que de se servir de milieux synthétiques.
Les sections de pomme de terre fournissent des végétations bien
distinctes pour les races suivantes :

«, donne au bout de six jours une colonie comme une tache, de
couleur rose-clair (avec des teintes olive mélées), de consistance
visqueuse ; la couleur peut aller jusqu’a fraise écrasée. Au centre,
la surface est bosselée par des grumeaux ; un mouchet central de
mycélium aérien constitue parfois un plumet gris brun. A ce mo-
ment, il n’y a pour ainsi dire pas de mycélium aérien.

(3, a six jours, montre une colonie grumeleuse, couverte sur les
mamelons d’un fin et court mycélium aérien blanc ; ce gazon dimi-
nue l'intensité de la teinte générale rose-saumon de la colonie ; ce
gazon peut se développer plus encore, jusqu'a couvrir la colonie
d’un mycélium blanc.
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1 @ six jours, ressemble beaucoup encore a G ; le mycélium aérien
a l'air d'une criniére et consiste en touffes plumeuses blanches.
L.a photographie (voir fig. 32 pl. VI) donne une idée des différences
manifestées par la culture sur pomme de terre. Il faut remarquer
que chez v, la zone visqueuse rose-saumon, qui forme ces plissements
sur le milieu, est la portion fertile couverte de pycnides ; il en est
de méme pour « ; ces veégétations deviendront noires par la suite.
On peut dire que G, par ses caracteres coloniaux, se trouve a mi-
chemin de « et de 7.

On voit a la fig. 33 pL.VIII, quireprésente un stade plusavanceé sur
pomme de terre, que: v est devenu noir foncé et glabre, a I'excep-
tion du mouchet blanc ; que « est devenu plus foncé et a conservé
un mycélium aérien ; que (G n’a pour ainsi dire pas formé de pig-
ments sur ce milieu pourtant favorable & la production de réser-
ves chromogenes.

Les races V et W et les souches B et N, cultivées sur sections de
pomme de terre, nous ont donné pour V et B des végétations stériles
blanches et pour W et N des végétations fertiles et pigmenteées,
ainsi que le montre la figure 34 pl. VIIIL.

Milieu a base de pain.

La préparation de ce milieu consiste a stériliser une maeération
de 12 gr. de poudre de pain sec dans 100 em3 d’eau. Sur ces milieux
de consistance visqueuse, les Phoma se sont bien développés et les
différences entre races s’y accusent fortement.

Race o : Au bout de sept jours, on note 'apparence coloniale
suivante (5 colonies identiques) : au centre se trouve un mouchet
de mycélium aérien ; il a la forme d’une courte gerbe en chou-fleur ;
tout autour est une zone glabre de nature visqueuse et de couleur
rose-vif ; c’est la région fertile, couverte de pycnides ; au bord se
trouve un anneau de mycélium aérien blanc. Au vingt-et-uni¢me
jour, les colonies ont peu changé et sont demeurées homogénes. Au
vingt-huitieme jour, on remarque ca et la quelques petites plages
blanches insignifiantes.

Race 7 : (5 colonies identiques). Le septieme jour, au centre, se
trouve un plumet bifide ou trifide tres caractéristique pour y; il est
constitué de hyphes du mycgélium aérien qui se sont aggrégées
pour former le dit plumet de couleur brune. Tout autour, la colonie
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est constituée par un tissu glabre, visqueux rose, produit par
I'agglomération des pycnides.

Le vingt-et-unieme jour, rien n’est changé ; quelques rares plages
blanches : la colonie, au vingt-huitieme jour est devenue grumeleuse
et de couleur noir foncé, sauf en ces quelques plages demeurées
blanches.

Race G : La colonie est partiellement couverte d'un léger my-
célium blanc qui alterne avee les plages glabres roses ; 'apparence
est sectorienne d¢s le septieme jour. Au vingt-huitieme jour, on note
une surface mycélienne simplement couverte de plages blanches
comme des ilots régulierement distribués. I.a race W donne une
apparence identique. V, au contraire, est simplement constitué
par un mycélium aérien blane, sans zone fertile.

Il y a une différence nette entre les végétations qui se sont
développées sur le milieu de pain (poudre) et celles développées sur
des rondelles de pain frais, stérilisées.

Les races « et G y développent des végétations treés semblables,
v un type tout a fait différent (v. fig. 35 pl, VIII). Sur milieu de
pain frais stérilisé, o développe un mouchet central de mycélium
aérien de couleur vert de gris, entouré d’une zone fertile glabre
couleur rouge-rose. G a moins de mycélium aérien et la partie
fertile est plus rouge.

v fournit une colonie glabre (ou presque) et couverte de pycnides
qui conférent une teinte générale brun foncé a la colonie. La couleur
rose ou rouge est due a 'agglomération des sacs gluants des pyc-
nides. Pour la race v, la couleur foncée n’est pas due seulement
aux pycnides jaunes-brunes, mais aussi 4 la grande quantité
d’hypnocystes en forme de massues allongées brunes qui se sont
développées. Il y a en outre, dans le mycélium interne et a I’entour
des pycnides, abondance de hyphes pigmentées, ce qui ne se re-
trouve pas au début, tout au moins chez « et G.

Les mémes cultures, mais dgées de plus d’un mois, sont alors
toutes couvertes d’'un mycélium aérien abondant: « a un gazon
devenu brun ochracé ; G a un gazon devenu lie de vin ; y a finale-
ment produit un gazon vert de gris. I.’examen anatomique de ces
gazons révele chez : o, un mélange de hyphes a cellules hyalines et
de hypes a cellules pigmentées, ces derni¢res formant la majorite ;
on n’observe pas d’hypnocystes.

G montre une majorité de hyphes hyalines, dont beaucoup ont



112 BULLETIN DE LA SOCIETE BOTANIQUE DE GENEVE (72)

différencié un chapelet terminal composé de conidies hyalines
rondes. Ces petites cellules sont, & proprement parler, la forme
aerienne de figures retrouvées sur d’autres milieux dans le mycélium
interne, figures que nous avons appelées hypnocystes en chainettes
(oidium). II arrive souvent, en effet, que les hypnocystes sont
précédés par la désarticulation du filament en une chainette oidium;
quelques cellules du centre se divisent encore pour former le noyau
de ce qui constituera plus tard ’hypnocyste ; or, il arrive souvent
que le proces s’arréte en cours de route, au stade oidium, avant
méme que le pigment caractéristique des hypnocystes. soit apparu
ou que I'’hypnocyste ait développé sa forme définitive. (Voir fig.
No 11 ; voir aussi pour les oidium aériens la figure No 43, Pl. IX
dans le paragraphe No 18.) Nous avons, dans le mycélium aérien
de G, un phénomeéne analogue.

Le gazon de 7, tardivement apparu sur milieu pain, est constitue
par des hyphes a cellules complétement hyalines ; on ne trouve
pas d’hypnocystes comme dans le mycélium interne.

Des cultures faites avec les races V et W, sur le milieu a base de
poudre de pain, nous donnent les résultats suivants :

V, inoculé a partir d'une culture monosporée donne, au bout
d’une semaine, un mouchet aérien blanc de neige ; le reste de la
colonie a la couleur gris beige du milieu (4 boites identiques).

W fournit 5 cultures roses, nettement distinctes de V ; le mouchet
est globuleux et, d’'une facon générale, le mycelium aérien plus
pauvre ; on voit 1a que W est tout a fait identique a G.

Une autre série de cultures sur pain nous montre W analogue
a (G ; au bout du septiéme jour, la culture est rose et partiellement
couverte de myc¢lium aérien blanc. Ces plages, manifestations
sectoriennes, finissent par étre des ilots nombreux de mycélium
aglycogénique au milieu de la culture foncée (vingt-huitieme jour).

Quant a V, la colonie demeure homogene (vingt-huitiéme jour)
et reste totalement aglycogénique dés le début.

Milieu moit-agar.

Le mout de raisin stérilisé, dont nous nous sommes servi, est
fortement acide. 1l faut, lors de la confection du milieu, neutraliser
le mott, dont la propriété acide hydrolyserait 'agar a la tempéra-
ture de l'autoclave. En milieu neutre ou légérement alcalin, le
liquide devient brun, comme une infusion de thé. Pour éviter cette
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couleur défavorable a I'inspection des cultures, nous avons préparé
un mout-agar acide, en stérilisant séparément I'agar et le mott,
et en ne les mélangeant qu’a la fin de 'opération. Les cultures ont
différé d’apparence sur chacun de ces milieux, ce qui nous engage
a décrire séparément les deux essais.

1. Moiit-agar neutre.

LLa race « donne une colonie glabre, sauf au centre ou s’éleve
un mouchet ; les pycnides sont densément réparties, enfoncées
dans le milieu et donnent a la colonie une couleur brun-roux.

La race ¢ donne une colonie munie d'un mycélium aérien; les
pycnides sont brunatres, noires et suspendues dans le mycélium
au-dessus du substratum. La race G se rapproche beaucoup de « ;
seule, I'irrégularité de la couleur coloniale I'en distingue.

LLa race W fournit une colonie couverte d’'un mycélium aérien
laineux ; elle est fertile et se rapproche de o.

La race B fournit sur ce milieu une colonie qui ressemble com-
pléetement a o.

La race n est un pur 1.

Au bout d’un mois, toutes ces apparences ont convergé vers un
type général : colonie noir foncé ou le souvenir des mycéliums
aériens, seul, permet encore de reconnaitre « de 7, etc.

2. Moit-agar aeide.

I’examen fait sur ces cultures agées de dix jours montre :

Pour la race «, une colonie (diam. 28 mm.), couverte d'un my-
célium aérien abondant, élevé, en forme de dome ; la couleur géné-
rale est blanche ; il y a cependant des arabesques en forme d’anses
ouvertes a l'extérieur, qui ont une teinte couleur vert-jaune de
penicillium. Ces figures sont trés nettes, plus encore en examinant
la colonie par transparence; il n'y a point encore de pycnides
visibles ; une deuxiéme colonie se trouve étre identique, quoique
les arabesques y soient moins prononcees.

Pour la race G, une colonie (diam. 30 mm.), munie de mycélium
aerien en forme de déme ; le centre est de couleur vert penicillium ;
cette teinte s’atténue insensiblement jusqu’au bord blanc; la
colonie est stérile et parfaitement homogene ; un deuxiéme échan-
tillon est identique.

BULLETIN DE LA SOCIETE BOTANIQUE DE GENEVE, Vol, XVIII, fasc. I, paru le T aclt 1926. 8



114 BULLETIN DE LA SOCIETE BOTANIQUE DE GENEVE (74)

Pour la race 7, une colonie sectorienne divisée en trois zones :

1. Partie dite normale, 7, consistant en un secteur aigu, glabre,
tres fertile en petites pycnides foncées noires densément distri-
buées ala surface de ce secteur a peine velu; 2. partie dite du type b
consistant en un secteur quasi glabre, tres fertile en petites pyc-
nides brunes et glabres ; 3. partie stérile, consistant en un gazon
de mycélium aérien blanc eleve. Ce gazon est teinté en vert au
centre de la colonie.

Une seconde culture de 7 se montre homogeéne et tout entiere
constituée par le gazon myecélien blanc élevé (5 mm.). Ce gazon,
verdatre au centre, recouvre une colonie parfaitement stérile.

La culture y examinée au quinzieme jour, permet de dire que le
secteur fertile brun est bien du type b; en effet, les pycnides
y sont demeurées glabres et sont & demi enfoncées dans le milieu,
tandis que, dans la portion 4 normale, elles sont plutét soutenues
dans le réseau du fin mycélium aérien. C’est la différence observée
lors de la production des races n et b (voir paragraphe No 20).
En vieillissant, la différence entre ¢ et b du brun et du noir s’atté-
nue par noircissement du brun. L’autre échantillon de ¥, au quin-
ziéme jour, a généralisé la teinte verte sur tout le mycélium, sans
autre modification.

Au bout de quinze jours, les colonies de a se sont couvertes d'un
mycélium vert gris ; on note quelques secteurs marginaux en forme
de coins ; ils correspondent a des zones plus foncées, tant pour le
mycélium aérien que pour l'interne ; au trente-troisicme jour, on
remarque que les secteurs marginaux ont gagné le centre de la
colonie et lui donnent alors une apparence ¢toilée. Ces bandes sec-
toriennes correspondaient a 'apparition des pyenides ; ces secteurs
fertiles ont grandi de telle facon qu’a la fin, ce sont les minces
régions stériles plus claires qui prennent, en séparant les pre-
mieres, une forme sectorienne. Une seconde culture de « se comporte
de la méme maniére.

Les colonies de G, au quinziéme jour et au trente-troisiéme, ne
manifestent rien de neuf, sinon que le mycélium aérien a verdi.

Races W et V sur milieu mott-agar.

Sur le milieu motf-agar neutre, la race W donne une colonie
abondamment couverte d’un mycélium aérien, laineux; deux pla-
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ges particulicrement denses en mycélium aérien font des taches
sombres.

Le type V est incolore, stérile, avec un fort secteur trés net de
mycélium aérien blanc.

Plus tard, sur la colonie agée d’un mois, W est devenu tout a
fait noir, pointille de pycnides; la colonie est presque glabre,
tres fertile; les secteurs du début sont devenus presque invisibles,
et I'apparence est trés analogue & celle fournie par la culture «,
au point de s’y méprendre. Quant a la colonie de V, elle présente
un mycélium aérien blane, réparti en secteurs irréguliers ; peu de
pycnides en somme (voir figure 36 pl. XI).

Une seconde série de cultures sur motut-agar acide, donne, au bout
de dix jours pour V, l'apparence suivante : la colonie consiste
en un disque de 26 mm. de diametre, bordé par une zone glabre,
chagrinée, légerement visqueuse, incolore ; au centre, se dresse un
mycélium aérien blanc-créme, de végétation crépue et non déliée
comme un gazon mucoracé. Un deuxieme échantillon de culture
est semblable. La colonie de W ressemble a V, mais la zone glabre
chagrinée est beaucoup plus large et I'ilot central de gazon est
reduit & un large mouchet de végetation du type mucoracé. Une
deuxieme colonie de W est identique. Au dixieme jour, il n’y a pas
encore de pycnides visibles, ni chez V, ni chez W.

Au quinzieme jour, la colonie de V a I'aspect d’une peau-volile,
glabre, incolore, légerement ridée suivant les rayons. Au centre se
trouve un mycélium aérien incolore, de consistance crépue.

A cet age, W se différencie par des secteurs, qui seront décrits
au paragraphe No 20, une zone fertile destinée & couvrir la colonie.
En fin de compte, le type pur V aura une colonie glabre, stérile,
visqueuse, incolore, et W une colonie couverte d’'un gazon mycélien
vert foncé, recouvrant un tissu interne fertile. En résumé, le milieu
mofit-agar, pauvre en matié¢res protéiques, se montre favorable a
la production de filaments foncés et de pycnides noires. Les sec-
teurs y apparaissent facilement et correspondent a une lente adap-
tation du champignon a son milieu.
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§ 14. COMPARAISON DES CROISSANCES DE «, G, ET 7 SUR
MILIEUX DE CZAPEK AGARISE ET DE RAULIN LIQUIDE.

Czapek-agar ' :

La richesse en azote de ce milieu fournit des cultures fertiles en
pycnides.

«, au bout de quatre jours, donne sur Czapek-agar, un mycélium
aérien en fourrure blanche ; une trainée glabre rose-rouge a brique
consistant en pycnides, 'accompagne ; plus tard, le mycélium
vire de couleur et devient vert. LLa zone fertile devient, plus tard,
couleur caramel.

G fournit un mycélium aérien plus abondant ; quant a la couleur
des pycnides, elle est olive, puis beige brun. En G, les pycnides
sont moins humides, moins aggrégées qu'en o ; la répartition se
fait aussi suivant des lignes tourbillonnaires ; les pycnides de G
deviennent plus vite foncées que celles de a.

7 n’a pas de gazon, ou bien un trés fin réseau en toile d’araignée ;
les pycnides y sont de couleur brun clair. Plus tard, «, sur
(Czapek-agar, donne un mycélium aérien vert foncé ; sauf au cours
du premier développement, on peut dire que les trois races se dis-
tinguent moins bien les unes des autres, que sur le milieu Coonagar ;
G donnera un gazon gris verdatre.

Milieu de Raulin acide, liquide.

Des cultures agees de dix jours, en milieu liquide de Raulin
acide, ont fourni :

Pour o, un mycélium en forme de peau chagrinée, immergé,
incolore ; parfois en grumeaux non soudés.

Pour 4, un mycélium plus abondant, visqueux, comme un empois
grumeleux. On voit, au contact du verre, les pycnides se former.
Le milieu liquide est défavorable a toute différenciation.

§ 15. MESURES STATISTIQUES DE LA LONGUEUR DES
PYCNOSPORES CHEZ LES RACES o, G, 4, V ET W.

Les méthodes biométriques révelent souvent des caractéres qui
ont échappé a I'’examen ordinaire d’un organisme. Aussi, avons-nous
determiné chez les différentes races, le mode de longueur des pye-

» Voir a l'appendice la composition du milieu de Czapek.
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nospores fusiformes ; les mesures ont été effectuées a la chambre
claire sur un nombre variant de 250 a 350 cellules ; pour éliminer
I’erreur de choix, toutes les cellules de chaque champs microscopique
furent mesurées. La figure 37 indique, pour la race «, un mode de
longueur correspondant au chiffre u 4,75 ; la courbe est done régu-
liere, monomodale et ne présente aucun palier.

La race v, issue par mutation de secteur de la race o, a le méme
mode de longueur p 4,75 ; la courbe est ¢galement unimodale et
réguliere. Donc, les deux races aety, si différentes a bien des égards,
ont des pycnospores de longueur identique.

La race G, issue par sélection d’une population de «, fournit,
comme on le voit a la figure 37, une courbe plurimodale et irréguliére.

Le mode principal correspond a la valeur w 4 ; le second mode
revient a la valeur u 4,75, signalée pour larace «. Les paliers, mani-
festés par la courbe, sont les indices de la variabilité propre & 1'or-
ganisme G ; cette variabilité qu'annonce la méthode biométrique
sera d’ailleurs pleinement verifice par les expériences ultérieures de
culture.

On a souvent remarqué en biométrie qu’un caractére choisi
arbitrairement, peut exprimer la stabilit¢ ou l'instabilité de la
race, pour ce qui est d’'un ensemble de caractéres: On admet alors,
dans ce cas, que les caractéres sont liés par paires ou par groupes
et quand méme chacun peut avoir sa variabilité relative propre,
I'instabilité de I'un est liée a I'instabilité de I'autre.

Une fluctuation considérable caractérise la race G et la distingue
nettement des races « et ¢ plus stables. Les races V et W, issues par
mutation de secteur, V de G et W de V, donc toutes deux des-
cendantes de G, ont donné les résultats suivants :

V, qui est un mutant de G, fournit une courbe monomodale de
forme réguliere dont le mode de longueur correspond a la valeur
w 4,1

W, qui est par mutation de secteur de V, un retour vers le type
originel G, fournit une courbe bimodale et irréguliére comme G ;
le mode principal correspond & p 3,42 et I'autre a p 4,78. Il est
curieux de constater que le mode unique de V se trouve étre juste
4 mi-chemin des deux modes de W (fig. 37, p. 118).

Il faut noter ici, que la race V se rapproche, parla stabilite dela
longueur de ses pycnospores, de la race y; c’est, comme s'il s’était
effectué a ce point de vue une purification dans la descendance de G.
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Fig. 37. — Courbes exprimant les valeurs statistiques de longueur des pycnro-
spores chez les différentes races.
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Le rapprochement de la race V vers la race y est d’ailleurs con-
firmé par d’autres caracteres : le type de la ramification des hyphes
est le méme chez V et 7 ; les deux races ont un mycélium hyalin
sur le milieu-type Coonagar. LLa race W participe, au contraire, des
mémes caractéres que G, vers laquelle race elle retourne sans I'é-
galer cependant.

En résumé, on peut dire : races « et+, longueur de la pycno-
spore w 4,75, variabilité minime ; race V, longueur w 4,1, variabilité
minime. Races G et W, variabilité grande et amplitude de I'oscil-
lation entre les deux modes principaux, allant de p. 4 a p. 4,75 pour
G, de p 3,42 a p 4,78 pour W.

§ 16. LIQUEFACTION DE LA GELATINE PAR LES
DIFFERENTES RACES «, G, 1, V, W, B, N.

Nous avons comparé le pouvoir liquéfiant de la gélatine de ces
races, en nous servant, pour I'estimation, de la mesure des quantités
de liquide fourni par I'hydrolyse, faite par la culture sur milieu
gélatinisé.

L.a technique employée est la suivante : On remplit un certain
nombre de bouteilles de pharmacie, cylindriques, a fond plat,
munies d’un étroit goulot et d’une contenance d’environ 100 cm?,
du milieu gélatinisé choisi ; cette quantité de milieu est mesurée
de facon a ce qu'une fois le flacon couché latéralement, le niveau
du liquide visqueux soit légérement inférieur a celui de [Dorifice
interne du goulot, cela pour éviter I'¢écoulement. Les flacons sont
remplis, bouchés au coton, stérilisés droits, puis couchés précau-
tioneusement au sortir de l'autoclave, pour éviter que le milieu
fluidifié ne mouille le coton ou n’humecte le reste des parois. La
gelée prise, on reléve la bouteille ; le milieu de culture rigide, en
forme de section longitudinale de cylindre, offre une surface rec-
tangulaire pour le développement colonial ; les deux tiers du fond
de la bouteille sont francs de milieu et le liquide d’hydrolyse s’y
accumule ; par aspiration, au moyen d’une pipette a boule, on peut
le récupérer sans injurier la colonie et dans les conditions de stérilité
nécessaires a la bonne marche de I'opération. L’inoculation doit
étre faite bien au centre de la surface milieu. Les resultats fournis
pour I’hydrolyse sur milieu Coon-gélatine sont exprimés par le
graphique figure 38.
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Le milieu de Coon a été solidifé par la gélatine a raison de 159
puis purifi¢ au blanc d’ocuf.

L’hydrolyse a été effectuée lentement en raison de la température
basse (13 centigrade en moyenne) a laquelle les bouteilles furent
maintenues.

Inoculation le 7 IX

Bad Cm” de liquide recueillis pour :
- a | G | i
3 X l 11 cc. 7 €c —
8 X E 4  cc. 8 cc. —
19 X 1 4.6 cc. 11.2 cc. —
27 X l 6 cc. 5 ce —
9 XI | — 1.2 ce. 1.7
Total 2 mois 2 jours i 25.6 ce. 32.4cc. | 1.7

On remarque que les liquides fournis par o et GG sont bien fluides,
tandis que la petite quantité fournie par y est visqueuse encore.

Il est intéressant de noter combien, par ce caractére de liquéfac-
tion, la race G se rapporche de la race a.

Une seconde série a été effectuée, mais, cette fois-ci, en se servant
du milieu de Raulin solidifi¢ par la gélatine. I.a méme technique
a été employée. On remarque aussitét que ce milieu est plus favo-
rable a la liquéfaction que les précédents pour la race 5.

Cm? de liquide récoltés dans les bouteilles des cultures :

pates || a|G|G| 9| 9| V|V|W|W|N|N|B|B
16 XI 14.5(11.5 [ 13.5 | 14 0 0 12 12 8.5 75| 3 4.5 0 11.5
28 XI 37 63| 46| 38| 65 35| b6| H6| T 8 105(10.8] 18 6.5

Age : 1 mois
et 1 semaine,
Total...... 18.2117.8|118.1|17.8] 6.5 | 3.5|17.6 |17.6 | 15.5|15.5|13.56115.3 | 18

Ces chiffres donnés & la figure 38 permettent, avec les précédents,
de conclure que la race « a un pouvoir liquéfiant marqué ; que la
race (; qui en dérive par sélection a le méme pouvoir ; que toutes
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les races issues de GG ont une fonction analogue ; que la race y a un
pouvoir liquéfiant nettement moindre.

i
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Fig. 38. — Comparaison du pouvoir liquéfiant de la gélatine
des différentes races. A gauche, milieu de Coon ; & droite, milieu
de Raulin.

§ 17. DESCRIPTION DES COLONIES OU SONT APPARUS
DES SECTEURS

Des cultures & plusieurs zones distinctes (secteurs), ont été
fournies par des races de Phoma non sélectionnées a partir d’un
germe unique !, par des races ayant subi cette purification et, par
des races non retriées, mais dérivant par mutation de secteur de
races plusieurs fois purifiées a partir de la spore unique. Nous

1 Bien que la, précaution soit exagérée, nous mettons, par serupule généalogique,

les cultures pures fournies par les stations centrales de cultures pures, dans cette
catégorie.
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décrirons les secteurs obtenus, dans I’ordre sus-mentionné, en rai-
son de leurs significations différentes au point de vue génétique.

Figures sectoriennes.

Il y a lieu de signaler ici quelques notes prises a propos des figures
dessinées par 'apparition de secteurs dans les colonies, et de les
comparer a celles dues aux infections.

Suivant I’dge auquel la culture a formé le secteur, celui-ci aura
son origine au centre, dans la partie moyenne ou dans la portion
marginale de la colonie. Lorsque le secteur diverge parfaitement du
centre vers la périphérie, il est légitime de soupconner que les deux
formes préexistaient dans la souche qui a servi a I'inoculation et
que les deux vegétations se sont développées concuramment ; il
s’agit alors, ou d’un ensemencement double, ou bien, si le triage du
tube d’origine ne fournit réellement qu'une race, d'un secteur
précoce. Suivant I'angle d’ouverture, le secteur embrassera la moitié
ou moins de la surface coloniale. LLa portion sectorienne peut aussi
diverger comme un éventail, & partir d'un point défini, situé a
1 ou 2 cm. du centre ; il est alors aisé de savoir que I'on a affaire a
une production nouvelle qui s’est réalisée au cours du développement
de la colonie. Ces secteurs de la zone moyenne sont loin d’avoir
toujours une forme réguli¢re en coin ; leur zone de base peut tout
aussi bien étre une ligne (cas No 1) et donner lieu ainsi a une figure
quadrilatérale.

Le secteur nettement marginal peut étre interprété comme un
effet de Pappauvrissement du milieu (« staling effect »). 1l s’agirait
d’une sorte d’auto-adaptation des portions marginales de la colonie-
a des conditions de nutrition différentes : diminution des ressources
alimentaires, accumulation des produits du métabolisme, etc. Ce
phénomene, qui est fréquent dans la technique mycologique, doit
étre prisen considération; Brown?! a fait & ce propos de judicieuses
remarques.

Cependant, toutes les fois que nous avons eu I'occasion d’observer
ces modifications de croissance sur les bords de la culture, elles
apparaissaient comme une modification circulaire et a progression
centripete, ce qui les distingue aisément des formes secteurs pro-
prement dit, locales et centrifuges. Quant & la confusion d’un

I BrowN W. 1. c.
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secteur original et d’une infection, elle n’est possible que si 'agent
d’infection se trouvait étre un Phoma lui-méme ; or, nous n’avons
jamais eu la moindre infection causée par I'une quelconque de nos
races de Phoma. Cela se comprend aisément, en raison du mode de
propagation des spores chez le genre Phoma ; elles ne sont jamais
séches et ne forment donc pas de poussiéres fertiles. Tout autre est
la zone de contact entre un champignon quelconque et un Phoma ;
leurs mycelium, loin de s’enchevétrer, ne se cotoient méme pas, en
raison d’une zone franche de toute végétation qui sépare les deux
organismes. Si méme, on ensemence deux races voisines de Phoma,
voir la méme race, cote a cote, jamais on ne verra les croissances
s’épouser aussi parfaitement qu’on le voit se faire entre la colonie
normale et le secteur.

§.18. CLASSEI. — COLONIES SECTORIENNES DEVELOPPEES
A LA SUITE IVINOCULATIONS FAITES A PARTIR DE
SOUCHES NON RETRIEES PAR LA SPORE UNIQUE

\

Une culture du Phoma alternariacearum, isolée a partir d’une
spore par Brooks et Searles, nous fut fournie sur malt-agar par
Lister Institut de L.ondres. Aprés un passage sur milieu pomme de
terre-agar, cette culture est repiquée, le troisi¢tme jour, sur un
méme milieu en vase Petri. Cette colonie est examinée le troisieme
jour, le cinquiéme jour, le dixi¢me jour et présente une croissance
réguliecre et une colonie homogene (50 mm. a dix jours). La vé-
getation a débuté par un mycélium aérien blanc qui fut bientot
suivi par l'apparition de pycnides roses-rouges, constituant une
zone plus ou moins glabre a croissance centrifuge. lLe vingt-
septieme jour, on observe un secteur tres franchement délimité
entre deux rayons, dans la portion marginale de la colonie ; la par-
tie la plus interne du secteur prend son origine a la périphérie de
la zone fertile de la culture et son bord externe coincide exacte-
ment avec celul du reste de la colonie, de telle facon qu’on en
conclut a une vitesse de croissance parfaitement égale des deux
zone myceéliennes.

Macroscopiquement, la portion sectorienne se distingue par un
mycelium aérien fortement cotonneux ; le teinte foncée de cette
végeétation tranche sur le reste de la colonie. Les pycnides de la
portion normale sont grandes, visqueuse et roses ; les pycnides
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de la portion sectorienne sont plus petites, brunes, foncées et libe-
rent moins facilement des pycnospores. Ce secteur constitue donc
la race ¢, produite par mutation a partir du tissu mycélien normal
appelé o (pour plus de détails anatomiques, voir la description
des races paragraphes, 2 et 3).

Conditions : Cette mutation, qui est la plus franche que nous
ayons notée, a été produite sur un milieu relativement pauvre en
azote, milieu pomme de terre-agar. Elle s’est produite postérieure-
ment a dix jours de culture. Il n'y a eu que deux générations (re-
piquages) entre cette culture et celle qui a dii sé¢journer plusieurs
mois dans un méme tube de culture a I'Institut Lister. Les deux
repiquages, ayant été faits en tube, c’était la premiere fois que la
colonie pouvait se développer en surface depuis un temps de culture
prolongé, en tubes.

Dans le but de réaliser & nouveau 'apparence sectorienne que
nous venons de décrire et qui a donc fourni ¢, six vases de Petri
furent inoculés sur milieu Coonagar par la méme souche précédems-
ment utilisée. Au bout de cinq jours, deux colonies déja présentent
une forme sectorienne, puis au huitieme jour, une troisicme montre
I'apparence hétérogene. Les autres restent normales. L.a composition
du milieu de Coon étant mieux balancée au point de vue du rapport
azote-sucre, les différences entre les zones sectoriennes et la colonie
normale s’accentueront moins que sur le milieu pomme de terre-
agar.

La boite sectorienne No 2 est couverte d’une colonie divisée en
5 secteurs de surfaces approximativement ¢gales. Par analogie avec
les végétations précédemment décrites nous leur donnons les noms
de 71, séparé par une mince bande de mycélium stérile de y2 qui
confine & «1, qui confine & une zone stérile, qui confine a a2, laquelle
portion rejoint 1. a1 et a: sont semblables de méme que 31 et 2.
LLa colonie agée de trente-trois jours offre dans la zone « les carac-
teres suivants :

La portion centrale du secteur est fertile en énormes pycnides
brunatres, libérant une masse de pycnospores ; la portion moyenne
et périphérique des secteurs o est couverte d'un mycélium aérien
continu et brunatre.

La couleur foncée est due a la grande quantité des hypnocystes
noires développées comme des nceuds allongés sur les cordons mycé-
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liens ; beaucoup d’hypnocystes en forme de massues terminales
sont attachées a des hyphes hyalines. Ces hypnocystes sont
rarement attachées au hyphes du mycélium a articles courts ;
elles pendent a I'extrémité des hyphes a cellules allongées. Les zones
v sont caractérisées : par leur fertilité en pycnides jusqu'a dix
fois plus petites que celles observées chez o« ; ces pycnides sont
brunes foncées et reliées les unes aux autres par des hyphes a ar-
ticles courts ; un mycélium aérien constitué par des plages spora-
diques de hyphes cotonneuses forme chez 7 un gazon plus élevé,
plus chevelu et moins foncé que celul de o ; I’examen microsco-
pique révele dans le mycélium une quantité de stades juvéniles
d’hypnocystes non pigmentées, des chainettes oidium ou des masses
gloméruleuses. On ne trouve pas les figures d’hypnocystes si abon-
dantes en .

La colonie sectorienne No 3 est divisée en trois zones : secteur «
a grosses pycnides pales, 5 a petites pycnides foncées et, une zone
sterile.

LLa colonie sectorienne No 4 est constituée d’une grande plage
du type y et d’un secteur de mycélium stérile.

Conditions :

Toutes ces colonies sectoriennes produites sur milieu Coonagar
ont des secteurs précoces dont l'origine est au centre d’inocula-
tion. La souche originale dont on est parti est cultivee depuis
cinquante-cing jours sur milieu pomme de terre-agar ; cette cul-
ture elle-méme provenait d’une souche de I'Institut Lister.

Colonies sectoriennes No 5, 6 et 7.

Origine : Un tube de milieu de culture pomme de terre-agar,
est inoculé & partir de la partie o de la boite sectorienne initiale 1 ;
ce tube, agé de deux mois dix-sept jours sert de souche pour ino-
culer un milieu de culture Coonagar en vase de Petri ou se dévelop-
pera la colonie sectorienne No 5. Description : Les secteurs, ainsi
qu'on peut le voir sur la photographie de cete colonie (v. fig. 39
pl. IX) sont disposés dans 'ordre suivant : zone a1, zonev, zone stérile,
zone oz, zone stérile 2. Les secteurs « sont caractérisés par : une grande
abondance de pycnides (v. fig. 40 pl. IX) ; cette portion n’a guére
de mycélium aérien au début ; ce n’est qu’'au bout de quelques
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mois que le mycélium aérien se sera développé ; on y observe alors
(v. fig. 41 pl. IX) beaucoup d’hypnocystes foncées et pour la
plupart au niveau des pycnides d’ou elles ont germé ; l'examen
microscopique révele encore des figures d’hypnocystes en chainettes
hyalines (v. fig. 42 pl. IX).

Les secteurs y montrent au début un mycélium aérien blanc et
court ; les pycnides y sont nombreuses et foncées ; on ne trouve
aucune figure d’hypnocystes ; plus tard les hyphes terminales du
mycélium aérien différencieront les chainettes d’oidium une fois
déja décrite pour la race G. (v. paragraphe No 4 page 79). La
fig. 43 pl. IX donne une idée de ces pseudo conidies hyalines
suspendues dans le mycélium aérien.

Les portions stériles se sont couvertes d’'un mycélium aérien ou
pullulent des hypnocystes noires bien formées (v. fig. 44 et 45
pl. IX). Dés le début les hyphes ont eu des cellules pigmentées.

Nous venons de voir que les tubes inoculés a partir du secteur
initial «, et qui n’ont pas été soumis au triage par spores uniques,
donnent des secteurs nouveaux ; le méme phénomene se passe pour
les souches directement prélevées du secteur initial 4 et non sou-
mises & la purification par le germe unique.

L.a colonie sectorienne No 6 (v. fig. 46 pl. X) en est la meilleure
preuve. Un tube de milieu de culture pomme de terre-agar est ino-
culé a partir du secteur initial y ; dix jours apreés on repique la culture
sur un milieu Coonagar, ou la culture séjourne sept mois sept jours;
puis on inocule un milieu de Coonagar en vase Petri a partir de
cette souche. La colonie sectorienne produite consiste en une
zone ¢toilée centrale beaucoup plus foncée que le reste de la colo-
nie du type pur . Les cellules ont un pigment intracellulaire que
celles du type v n’ont pas. L.a portion sectorienne centrale est ac-
compagnée d'un mycélium aérien blanc laineux.

En inoculant a partir du méme tube de culture, un milieu ami-
don-agar on obtient la colonie sectorienne No 7 fournie donc par
la race . Les photographies de la fig. 47 pl. X montrent un échan-
tillon particulierement net de secteur originé au centre de la colonie;
cette derniére consiste en une zone dominante de type 7.

De nombreuses pycnides, réduites il est vrai dans leurs dimen-
sions, comme on I'a fait remarquer au paragraphe No 13, s’y voient ;
par contre, la zone sectorienne en est dépourvue et fournit un
mycélium aérien blanc, cotonneux, qui tranche nettement sur le
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fond de la colonie a peine velue. Il s’agit ici d’une végétation y
qui a différencié¢ rapidement une portion mycélienne stérile ; le'
mycélium interne de ce secteur est constitué par des articles a
cellules pigmentées dés le début de la croissance ; il en sera de méme
pour la partie pure y mais seulement plus tard.

L.es conditions qui, pour les colonies sectoriennes Nos 6 et 7,
déterminent la production de secteurs sont: 1. une commune
souche de départ agée de plus de sept mois sur milieu Coonagar ;'
cette culture était elle-méme issue directement du secteur original
+ sans triage ultérieur. ,

2. Des milieux différents, I'un pauvre en azote, 'autre de com-
position balancée. Les secteurs, tout en variant d’apparence sur
chacun de ces deux milieux réalisent pourtant la méme tendance :
réduction de 'appareil pycnidial, élaboration intracellulaire de
matieres de réserve pigmentées et production de mycélium aérien.

§ 19. CLASSE II. — COLONIES SECTORIENNES No 8,
FOURNIES PAR LES CULTURES DES RACES B ET N,
NON TRIEES A PARTIR D’UNE SPORE UNIQUE, MAIS

DERIVEES DE RACES PURES.

Une premi¢re colonie sectorienne est fournie par une culture de la
race N sur milieu Coonagar dans lequel on a substitué du lactose
au maltose. La colonie débute par une plage centrale incolore,
constituée par un mycélium glabre, visqueux, stérile, du type B.
Le reste de la colonie se partage en deux zones fertiles, I'une plus:
foncée que 'autre. La zone foncée a un réseau mycélien coloré en
brun olive ; les cellules y sont pigmentées, tandis que le tissu de la
portion plus claire a des hyphes a cellules hyalines. L.es deux zones
se distinguent aussi par un caractére qui a déja été mentionné a
propos de G ; la surface du secteur foncé est humide et le mycélium.
aérien y est détrempé ; la gelée d’agar est comme hydrolysée sous
la mince pellicule de la surface coloniale ; il y a des sortes d’cedémes
qu'on peut crever en libérant une goutte d’eau. Il est difficile de
rattacher la portion moins foncée a 'une quelconque des races
sus-nommeées ; on peut dire qu’il y a une forme amoindrie de N,
moins capable de fournir des réserves pigmentées. ,

La méme race N donne sur milieu Coonagar ou le maltose a été
remplacé par le galactose une colonie sectorienne avec des secteurs
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du type stérile B. Inversément, une culture de B sur un milieu
Coonagar ou le maltose a été remplacé par du galactose, fournit un
secteur fertile du type N. Ces types se distinguent aussi par le
caractére hyalin de la végétation de B et le caractére pigmenté
de celle de N.

En cultivant ces deux races B et N sur des milieux Coonagar
ou la teneur en azote varie de 100 a 0% !, nous avons observé
la production de nombreux secteurs.

Teneur en
azote total : Race B Race N Colonie :
0 % H S H = homogéne
3y 1.2% H H S = sectorienne
6,259, H H
125 9. H S
20 9 H S
50 9 H H
Mm% S H
100 9 H H

De cette premiére expérience, on pourrait conclure que la quan-
tité d’azote importe peu dans le phénomeéne de mutation chez la
race B ; une colonie, en effet, a fourni un immense secteur du type
N par sa fertilité en pycnides et sa couleur foncée du myecélium.

Pour la race N, I'instabilité semble s’augmenter 4 mesure que
I’azote disparait; les secteurs fournis par N sont tous du type B.

Une deuxieme série de cultures de la race B, sur des milieux ou
I'azote diminue, donne plus de crédit a I'observation faite 4 propos
de la race N. On voit, en effet, sur la figure No 27 pl. V., qu’ll
y a production croissante de secteurs au fur et & mesure que la
disponibilité en azote diminue :

% d’azote : 100 75 50 33 25 12,5 6,25 O
Culture : H H H S S S S H
H = homogéne, S — sectorien.

Les secteurs sont du type fertile & hyphes non hyalines ; la
photographie correspond au vingt-troisiéme jour de culture.

! Voir page 101 le % en valeur absolue.
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Les conditions dans lesquelles ces différents secteurs ont été
obtenus sont :

Des milieux différents, des souches de départ jeunes encore ;
il n’est donc pas ici question d’une culture altérée par I'4ge. Quant
a I'importance du milieu, elle parait secondaire ; seule, I’absence
d’azote favorise la production de secteurs du type foncé, riches en
matiéres de réserve hydrocarbonée. lLa mutabilite parait étre
due au fait que les races B et N dérivent récemment de secteurs
de la demi-race G ; cette mutabilité demeurera d’ailleurs comme un
caractere de B et N, comme elle le fut de V et W. Les secteurs que
nous venons de décrire, ont été groupes sous le méme chiffre,
secteurs No 8.

§. 20. CLASSE III. — SECTEURS FOURNIS PAR DES
CULTURES DE RACES SELECTIONNEES A PARTIR DE
GERMES UNIQUES.

Colonie sectorienne No 9.

La race G, triée par sélection a partir de la spore unique du sein
d’une population «, fut repiquée sur milieu de Czapeckagar, puis
une seconde fois, et de cette culture on ensemenca toute une série
de milieux de culture Coonagar, variant par la teneur en azote de
100 & 09%. Ce n’est que sur ce dernier milieu, dépourvu d’aspa-
ragine, que la colonie de G développa l'apparence sectorienne
suivante : au centre, un mycélium incolore stérile a hyphes hyalines,
glabre et de consistance visqueuse ; puis, soudainement, a des
distances différentes du centre de la colonie, se différencient des
hyphes pigmentées et munies de pycnides, d’ou résulte pour le
disque colonial une apparence d’étoile blanche au milieu d’une
culture foncée.

La portion centrale incolore est une végétation anormale de G, a
laquelle on a donné le nom de V ; la portion marginale pigmentée
fut appelee W (pour plus de détails sur la structure morphologique
de ces deux races, voir le paragraphe No 5).

Les conditions dans lesquelles la race G a développé ces secteurs
furent : une souche de départ jeune et un milieu dépourvu d’azote
amine.

La premi¢re végétation anormale se caractérise par la sterilité
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et 'absence de pigments intracellulaires. Puis, par une brusque
transformation, l'organisme différencie un tissu ou les pycnides
abondent et les matiéres de réserve chromogénes aussi.

Secteurs fournis par les races V et W dans les Colonies seeto-
riennes No 0.

Au cours d’une culture sur milieu Coonagar, ou I'on a substitué
au maltose du lévulose, la race V issue de souches sélectionnées
a partir d’une spore unique, a fourni un petit mais tres net secteur
marginal. Au cinquieéme jour, au douziéme jour du développement,
rien n’était encore visible ; au bout d’un mois, la colonie couverte
d’un mycélium aérien constitué par des hyphes hyalines et fournie
de pycnides sporadiquement distribuées, présente une zone mar-
ginale plus foncée, en forme d’éventail ; ce secteur noir, de surface
absolument plate, glabre, stérile, tranche nettement avec le reste
de la surface coloniale, gazonée, pustuleuse, blanchatre. I.’examen
réevele que les hyphes du secteur sont constituées par 'alternance
de cellules pigmentées et de cellules hyalines ; le reste du mycélium
est presque exclusivement constitu¢ d’élements hyalins.

Le secteur est donné ici sur un milieu de composition balancée
par une souche V, issue elle-méme d’une colonie inoculée par une
seule spore. Ni I'Age des parents, ni les conditions défavorables
de la culture n’expliquent la production du secteur qu’il faut
attribuer & I'instabilité de la race V. |

Cette instabilité particuliere aux race G, W et V (cette derniere
étant encore la mieux fixée), se manifeste visiblement dans les
cultures faites sur milieu pain. Je réunirai sous la rubrique : colo-
nies sectoriennes No 10, ces différents aspects hétérogeénes.

Nous avons signalé au paragraphe No 13 que la race G, cultivée
sur milieu pain, donnait une quantité de secteurs distribués en ilots
épars sur la colonie, qui contracte alors 'aspect d’une mosaique ;
chaque plage est constituée par une touffe de gazon mycélien du
type stérile V.

Les colonies de la race W & tant d’eégards si proche de G, ont
fourni des figures identiques. '

La race V se révele plus stable et produit une colonie homogéne
consistant en un gazon a hyphes aglycogéniques ; la fixité relative
de V est d’ailleurs conforme aux observations biométriques faites
a propos de ses pycnospores (voir paragraphe No 15).
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Sur le milieu moit-agar neutre, seule I'irrégularité de la couleur
coloniale est a noter pour la race . L.a race W fournit deux régions
sectoriennes de faible importance. I.a race V donne, au contraire,
au milieu d’une colonie glabre un fort secteur de mycélium aérien
blanc ; plus tard, ces plages de gazon seront plus nombreuses,
quoique toujours irréguliecrement distribuées.

Sur mofit-agar acide, les colonies de : sont demeurées complete-
ment homogénes pour plus d’un mois. Quant a V et W, ils dévelop-
pent, sur moft-agar acide jusqu'au dixieme jour, des colonies dis-
tinctes, mais demeurées hyalines et stériles.

Puis au quinziéme jour, W par un secteur croissant, foncé et
gazoné, développe une demi-circonference sectorienne ; cette zone
s'augmente jusqu'a couvrir la boite; au vingt-troisiéme jour, tout
aspect sectorien a disparu pour faire place & une apparence homo-
gene d’épais gazon mycelien vert. Deux échantillons de W se com-
portent de méme. ‘ ‘

Ce secteur croissant de W tranchait nettement par son gazon
vert sur la colonie incolore et glabre d’ou il naquit. Les deux échan-
tillons de la colonie de V sur moiit-agar acide demeurent identiques
jusqu’au quinziéeme jour. A partir de cet age, I'une des colonies
différencie un secteur foncé qui contraste vivement avec le reste
de la culture ; ce secteur aigu, atteint la demi circonférence, puis
finit par envahir la totalité de la culture ; la portion noire consiste
en l'agglomération de pycnides réduites, termes de transition
avec les hypnocystes. Il ne s’agit, bien entendu pas d’une végétation
qui se superpose a celle déja existant, mais d’une modification
physiologique qui progresse suivant une répartition sectorienne.
La colonie se ride et produit un gazon blanc crépu sur une partie
du disque noir. Il est intéressant de noter que bien que le retour
a la fertilité rapproche cette forme fertile V. de W, on n’arrive ce-
pendant pas du tout & la méme apparence coloniale. Pendant qu'un
échantillon de V s’est ainsi modifié, 'autre, placé dans des condi-
tions apparemment identiques, demeure incolore et stérile. On
voit sur la fig. 49 pl. XIles deux colonies de la race V, I'une mutée
I'autre normale et photographiées toutes deux a I’age de trente-
trois jours.

Les conditions dans lesquelles apparurent les secteurs furent :
des souches pures de V et W sur milieux trés pauvres en azote ; la
plupart des secteurs furent des zones ou le Phoma réalise un sys-
teme myecélien riche en réserves pigmentées.
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Colonie sectorienne No 11.

Un secteur treés foncé apparut dans une culture de la race ¢ sur
milieu Coonagar ou le maltose avait été remplacé par du saccharose.
La fig. 48 pl. X montre une zone foncée au milieu d’une colonie
v caractérisée comme d’habitude par un mycélium interpycnidial
hyalin ; la portion foncée est constituée par la pigmentation des
hyphes, le nombre des articles plus élevé et des pycnides plus noires.

Ce fut le premier cas de mutation sectorienne chez 4 depuis son
triage. Les conditions ou se produisit cette modification brusque
sont : un milieu riche en sucre et en azote ; la souche de départ
n’est pas particuliérement agée ; la colonie avait dix-sept jours
d’age quand elle fut photographiée. Seule la nature du sucre est un
¢lément nouveau pour cet organisme. Certains indices nous firent
alors croire que, si bien triée qu’elle soit, une souche qui a séjourné
longtemps, quelques mois au moins, sur un méme milieu de culture,
a la faculté de produire des secteurs quand on la repique sur un
milieu frais.

Pour vérifier cette supposition, nous avons employé des tubes de
culture de la race « et de la race ¢, assez 4gés: nous savions que ces
tubes n’avaient été ouverts qu'une seule fois et qu’ils descendaient
eux-mémes de cultures faites 4 partir d’une cellule unique.

On inocule sur milieu Coonagar 2 vases Petri avec une souche de
la race a agée de plus de cinqg mois, issue elle-méme d’une culture
née d’'un seul germe ; le second vase Petri est ensemencé a partir
d’une souche « un peu plus agée encore et issue elle-méme directe-
ment d’une autre culture monosporeée.

On voit la culture se développer parfaitement homogene, jusqu’au
quinziéme jour ou elle est photographi¢e (v. fig. 50 pl. XII) et
demeurer telle ensuite. La méme double culture est refaite mais
cette fois-ci sur des milieux Coonagar ou I’on a substituté au maltose
une fois du galactose et I'autre fois du saccharose. LLa encore, on
observe la croissance de colonies parfaitement homogénes; 'appa-
rence générale différe un peu suivant chacun des trois sucres em-
ployés, mais aucun secteur ne se forme.

On en conclut que méme aprés un séjour prolongé de plus de
cinq mois, la race pure o ne s’est pas altérée et ne fournit aucune
zone sectorienne, si méme on passe brusquement d’un sucre a
I'autre.
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Colonies sectoriennes Nos [2, 13 et 14.

Il n’en est pas de méme avec la racey pour laquelle une expérience
analogue fut faite.

Deux milieux Coonagar en vase Petri sont inoculés, I'un par un
tube de culture y sur Coonagar agé de cinq mois environ et issu
lui-méme d’une culture monosporée, et 'autre par un tube de
culture y du méme age et également issu d’une autre culture mono-
sporée y. Des deux colonies qui résultent de cette inoculation, I'une
est homogéne et l'autre (12) fournit un secteur marginal (voir
fig. 51 b pl. 13). Le secteur dont il est question est plus foncé que le
reste de la colonie ; le mycélium y est uni, stérile, et consiste en
hyphes a articles allongés et pigmentés ; il n'y a aucune pycnide.
Le reste de la colonie est formé d’un réseau mycélien interpycni-
dial hyalin qui réunit les nombreuses pycnides. A véritablement
parler le secteur est originé au centre de la colonie. Chez cette der-
niere, aussi bien que chez celle demeurée homogéne, on observe
les phénomeénes d’arrét de croissance sur la marge coloniale devenue
plus foncée (staling effect). LLe passage a été fait pour les deux du
milieu Coonagar maltose sur Coonagar maltose. Beaucoup plus
décisive est la réaction de l'organisme quand on le transplante
d’'un milieu Coonagar maltose, ou il a longtemps séjourné, sur un
milieu Coonagar saccharose ou Coonagar galactose.

La fig. 51¢ pl. 13 montre une colonie sectorienne sur Coon-
agar saccharose. La souche qui a servi a I'inoculation est I'une des
deux cultures agées de cinq mois (13). Le disque colonial est
partagé en deux hémicycles, I'un tout a fait foncé, 'autre du type
ordinaire, c’est-a-dire a espaces interpycnidiaux hyalins. La
portion sectorienne pigmentée est couverte d’un mycélium aérien
opaque, consistant en hyphes brunes; cette partie est trés pauvre
en pycnides par opposition a la surface normale glabre et fertile
de 4. La méme souche sur Coonagar maltose n’avait fourni aucun
secteur.

L’autre souche ¢, dgée de cinq mois environ, donne sur milieu
Coonagar galactose un secteur trés évident (14). La moitié de la
colonie est occupée par un mycélium stérile en croissance tourbil-
lonnaire ; cette zone stérile est recouverte d’'un gazon mycélien
blanc ; la zone stérile a des hyphes a articles hyalins ; quant a la
portion dite normale, elle est glabre, fertile et différe de la végétation
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+ ordinaire par la nature pigmentée de ses cellules ; une couleur
foncée en résulte. V. fig. 51 d pl. 13. La méme souche, déve-
loppée sur Coonagar maltose avait fourni un léger secteur.

Les conditions dans lesquelles se sont produits les trois derniers
secteurs sont :

Des souches de départ tres agées sur milieu Coonagar ; des
milieux de composition balancée. On a pu remarquer que, transporté
sur un méme sucre, I'organisme vieilli n’a pas fourni de secteur, ou
alors une ébauche de lecteur. Tandis que, replanté sur un milieu
nouveau par la nature du sucre, le champignon a manifesté un
affolement notoire.

Sélection de la race b.

Ces résultats étant acquis pour la race 7, il devenait intéressant
de déterminer si les secteurs apparus étaient de formation poste-
rieure a I'inoculation sur le nouveau milieu de culture ou si les for-
mes mutées préexistaient dans le tube de culture ou elles se seraient
différenci¢es au cours du temps. Dans le but de vérifier la seconde
de ces hypotheses, nous avons sélectionné des spores du tube 7,
agé ; dans le cas ou la mutation préexiste dans ce tube, nous pou-
vions par chance, isoler a I'état pur la forme parente et la forme
mutante, ce qui se réalisa d’ailleurs.

Nous avons pris la précaution d’employer le méme sucre (dans
une série galactose, dans une seconde mannose) pour la sélection
et la culture, afin d’éviter tout passage brusque d’un sucre a I'autre.
Nous sommes partis d’un tube de Phoma dit 4x issu d’une spore
unique et vieux de six mois, vingt-trois jours (du 2.V au 25. XI).
Une sélection fut faite en milieu Coonagar-galactose, I'autre Coon-
agar-mannose. Chaque boite a été ensemencée par une seule spore.
Coonagar-galactose : au bout de cinq jours il est difficile de déci-
der d’une différence nette, bien que des nuances roses et noires, se
manifestent ; au bout de sept jours, sur 7 vases Petri, 6 présentent
des colonies identiques montrant un mycélium aérien net, blanc ;
la colonie est ponctuée tout autour de pycnides fermes, noires ;
une boite, d’un type y sans mycélium aérien, fournit par contre des
pycnides roses brunatres abondantes. Si I’on examine de plus pres
le type des six premieres boites ( n = noir ou  proprement dit), on
trouve les pycnides foncées suspendues comme des boules dans le
mycélium aérien parfaitement gris-blanc ; les pycnides sont sou-
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vent agglomerées en paquets; la boite appelée b (blonde) ne montre
aucun mycélium aérien et des pycnides & demi enfoncées dans le
milieu agar, isolées.

Sur Coonagar-mannose, la sé¢lection de six cellules uniques
fournit six cultures, dont trois du type y pur, glabres, munies de
pycnides noires ; trois autres sont constitu¢es par un type ¢,
mais a pycnides roses ; I'examen montre qu’au bout de six jours
le type n (noir) est constitué par un mycélium tres lache, constitué
d’hyphes hyalines qui portent dans leur réseau des pycnides
aériennes noires foncées, dépourvues d’ostioles et couvertes de
duvet hyalin constitué par des hyphes de germination ; le quinziéme
jour, le mycélium aérien s’est accentué et porte une grande quantité
d’hypnocystes dérivant en chapelets, principalement des pycnides ;
I'apparence geénérale de la culture est noire, a cause des hyphes
colorées, des hypnocystes et des pycnides.

Les trois autres colonies du type b ne montrent aucun mycélium
aérien au bout de six jours, mais de nombreuses pycnides roses
a demi-enfoncées dans le milieu. Au bout de quinze jours, toujours
pas de mycélium aérien : b montre une concentration plus élevée
en pycnides que ¢ ; la couleur générale de la colonie est pale-brune
sans étre transparente. Les différences sont plus marquées encore
que sur Coonagar-galactose.

Sur Coonagar a base de nitrate d’ammonium, n est brun violace,
tandis que b est brique.

Ies précédentes observations montrent suffisamment que la
race y a fourni une forme mutée b qui tend, par la couleur et la
disposition des pycnides, a realiser une végétation qui se rapproche
de celle de o.

LLa race b a été produite & nouveau, mais cette fois-ci non plus
par sélection, mais par secteur direct de 4 dans les circonstances
sulvantes :

Un milieu motit-agar acide, en vase de Petri, est inoculé par une
souche y qui a séjourné un peu plus d’'un mois sur milieu Coonagar ;
cette souche est elle-méme issue d’une race purifiée a partir d’une
seule spore.

La colonie de 4, sur mott-agar acide devient rapidement secto-
rienne et se divise en trois zones. Une portion fertile a le type
habituel y, ¢’est-a-dire des pycnides foncées plus ou moins externes
au milieu et couvertes d’'un léger mycélium aérien. Une seconde
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portion fertile correspond tout a fait & la description b : pycnides
brunes a roses a demi enfoncées dans le milieu, absolument glabres.

La troisieme zone consiste en un mycélium stérile blanc, accom-
pagné d’un gazon blanc et verditre au centre. Les conditions
dans lesquelles le mutant b apparait sont : le défaut de nourriture
azotée sur milieu mofit-agar ; d’autre part, la souche dont on est
parti n’était pas trés agée.

Des cultures faites sur moat-agar des races n et b, précedemment
triees par sélection, montrerent que n’était un pur y, et que b se
rapprochait trés nettement de la culture d’a sur le méme milieu.
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