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R é s u m é 

Les b e s o i n s essent ie ls du Marssonina brunnea p o u r sa c r o i s s a n c e et sa s p o r u l a t i o n ont été étud iés 
en m i l i e u x l i qu ide et gé lose . Peu sens ib le a u x v i t a m i n e s du g r o u p e B, le c h a m p i g n o n e x i g e des s o u r c e s 
d ' a z o t e o r g a n i q u e sous la f o r m e d ' a r g i n i n e , de g l y c o c o l l e , de pep tone o u d ' ex t r a i t de l e v u r e . Le g l u c o s e 
et le s a c c h a r o s e à fo r te c o n c e n t r a t i o n i nh iben t la s p o r u l a t i o n ma i s de fa ib les quan t i tés sont nécessaires 
p o u r l ' a s s i m i l a t i o n de l ' ex t ra i t de l e v u r e . L ' e a u d ' a v o i n e e n r i c h i e en pep tone et en ex t ra i t de l e v u r e , 
f a i b l e m e n t gé losée et à p H p r o c h e de la n e u t r a l i t é , a s s u r e , ap rès e n s e m e n c e m e n t c o n i d i e n , une c r o i s ­
s a n c e c o n v e n a b l e et une s p o r u l a t i o n ac t i ve . 

1. — I n t r o d u c t i o n 

En dép i t d ' a s s e z n o m b r e u x t r a v a u x p o r t a n t s u r le Marssonina brunnea (E l i . et Ev.) 

P. M a g n . , ce c h a m p i g n o n p a r a s i t e des feu i l l es de P e u p l i e r a été peu é tud ié in vitro. 

M a g n a n i (1965) en réussi t la cu l t u re s u r m i l i e u gé lose à base de ca ro t t es . D e p u i s 

1972 , nous réa l i sons nos cu l t u res s u r m i l i e u de S a b o u r a u d o u m i e u x s u r e a u d ' a v o i n e 

a i n s i q u e l 'a p r é c o n i s é M a r i e P o i s s o n n i e r (1972). 

T r è s r é c e m m e n t , S i m p s o n et M a y e s (1978) ont a b o r d é le p r o b l è m e de la c r o i s ­

s a n c e . 

L a p résen te note a p o u r but de d é f i n i r une t e c h n i q u e de c u l t u r e a s s u r a n t une c r o i s ­

s a n c e , p lus sa t i s fa i san te et a v a n t tout une s p o r u l a t i o n p récoce et a b o n d a n t e , a f i n de 

p o u r s u i v r e l ' é tude de ce p a r a s i t e . P o u r y p a r v e n i r , nous a v o n s r e c h e r c h é les p r i n c i ­

pa les e x i g e n c e s du M. brunnea en ce qu i c o n c e r n e les v i t a m i n e s , l ' azo te o r g a n i q u e et 

les s u c r e s . 

2. — M é t h o d o l o g i e 

L a s o u c h e de M. brunnea s u p p o r t de no t re e x p é r i m e n t a t i o n a été iso lée à p a r t i r 

de feu i l l es in fectées m a i n t e n u e s en s u r v i e c o m m e nous en a v o n s l ' h a b i t u d e ( P i n o n , 

1974) . S a u f m e n t i o n c o n t r a i r e , les e n s e m e n c e m e n t s des m i l i e u x l i q u i d e s o u géloses 
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à 2 p. 100 ont été réa l isés à p a r t i r d ' i m p l a n t s c a l i b r é s p ré levés s u r des cu l t u res en 

bo i te de Pétr i ( S a b o u r a u d o u a v o i n e gé loses) . L a s té r i l i sa t i on des m i l i e u x a été assurée 

p a r a u t o c l a v a g e p o u r les s u c r e s , l ' u rée , la t h i a m i n e , le g l y c o c o l l e , l a p e p t o n e , l ' ex t ra i t 

de l e v u r e , l ' eau d ' a v o i n e et p a r f i l t r a t i on s u r m i l l i p o r e 0,22 y. p o u r les subs tances 

t h e r m o l a b i l e s . 

P o u r é t u d i e r les beso ins en v i t a m i n e s et en a c i d e s a m i n é s nous a v o n s ut i l isé un 

m i l i e u de base a justé à p H 6 et tel que dé f in i p a r B r a v e r m a n (1960) : g l u c o s e 3,75 g / l , 

K H 2 P 0 4 2 g / l , M g S 0 4 7 H 2 0 0,5 g / l , F e S 0 4 0,01 g / l . P o u r l ' é tude des s o u r c e s azotées 

et des v i t a m i n e s , c h a q u e subs tance a été a p p o r t é e en q u a n t i t é te l le que la f o u r n i t u r e 

d ' a z o t e soi t t o u j o u r s éga le à 250 m g / l . T o u t e f o i s , p o u r la p e p t o n e et l ' ex t ra i t de l e v u r e , 

nous a v o n s ut i l isé les doses m o y e n n e s des m i l i e u x c l a s s i q u e s , soi t r e s p e c t i v e m e n t 10 

et 5 g / l . B i e n que la t e m p é r a t u r e o p t i m a l e de c r o i s s a n c e de no t re s o u c h e soi t de 

25 ° C , tous nos essa is ont été réa l isés à 20 ° C pe rme t t an t a ins i des c o m p a r a i s o n s m u l ­

t ip les ( m i l i e u l i q u i d e ag i t é o u n o n , l u m i è r e o u o b s c u r i t é , e t c . ) . 

3. — R é s u l t a t s 

Le t a b l e a u 1 r é c a p i t u l e les résu l ta ts o b t e n u s s u r m i l i e u de base p o u r d i f f é ren tes 

v i t a m i n e s et s o u r c e s azotées. En ce qu i c o n c e r n e les m i l i e u x l i q u i d e s , nous nous 

s o m m e s l im i tés à des o b s e r v a t i o n s s e m i quan t i t a t i ves . 

T A B L E A U 1 

Réaction du M . b r u n n e a d diverses sources d'azote organique et de vitamines (6 semaines de culture) 

Reaction of M. b r u n n e a to organic nitrogen and vitamins sources (6 weeks cultures) 

M i l i e u de base G e l o s e L i q u i d e ag i té L i q u i d e s tab le 

S o u r c e s 
R a y o n 
(mm) 

S p o r u l a t i o n C r o i s s a n c e S p o r u l a t i o n C r o i s s a n c e S p o r u l a t i o n 

T h i a m i n e (vit. B1) 5,7 0 / + 0 0 0 /4 - 0 
P y r i d o x i n e (vit. B6) 4,1 0 + 0 0 0 
B io t i ne (vit. B8) 7,0 0 + 0 + 0 
A c . a s c o r b i q u e (vit. C ) 0 0 0 0 0 0 
A c . a s p a r t i q u e 0 0 0 0 0 0 
A r g i n i n e 9,5 + +/++ 0 / + ++ 0 
A s p a r a g i n e 4,5 0 + 0 + 0 
C y s t e i n e 0 0 0 0 0 0 
G l u t a t h i o n 3,4 0 + 0 + 0 
G l y c o c o l l e 5,6 + 4 - + + + 0 
M e t h i o n i n e 3,0 0 0 0 0 0 
T y r o s i n e 2,1 0 + 0 OH 0 
U r é e 0 0 + 0 + 0 
P e p t o n e 14,2 + ++ Û / + +/++ 0 
E x . de l e v u r e 15,3 ++ 44 + ++ 0 

C r o i s s a n c e et s p o r u l a t i o n : 0 n u l l e o u t rès f a i b l e 
+ m o y e n n e 
4- + a s s e z i n t e n s e 
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3 . 1 . — Besoins viiaminiques 

L ' a c i d e a s c o r b i q u e s ' avè re ne t tement t o x i q u e a l o r s que les t ro i s v i t a m i n e s B 

a p p a r a i s s e n t p l u tô t f a v o r a b l e s à la c r o i s s a n c e ma is peu s t imu lan tes p o u r la s p o r u l a ­

t i o n . 

3 . 2 . — /Azote organique 

L ' a c i d e a s p a r t i q u e et l a cys té ine sont ne t tement t o x i q u e s . L ' u r é e , néfaste en m i l i e u 

gé lose est m i e u x t o l é r é e en m i l i e u l i q u i d e . A u c u n e de ces subs tances ne p e r m e t la 

s p o r u l a t i o n . D a n s toutes les m o d a l i t é s et p o u r les d e u x c a r a c t è r e s o b s e r v é s , le M. 

brunnea p ro f i te des a p p o r t s d ' a r g i n i n e , de g l y c o c o l l e . Les a u t r e s s o u r c e s azotées 

s i m p l e s o f f ren t des résu l ta ts i n t e r m é d i a i r e s . En a u c u n cas nous n ' a v o n s o b s e r v é de 

f o r m a t i o n s de c o n i d i e s en m i l i e u l i q u i d e s tab le . D a n s les m i l i e u x ag i tés , la s p o r u l a t i o n 

n ' i n t e r v i e n t q u e s u r les p a r o i s des f l a cons d a n s la z o n e de ba t t ance du l i q u i d e . 

E n f i n , la m e i l l e u r e c r o i s s a n c e et en c o n d i t i o n s a é r o b i e s , l a m e i l l e u r e s p o r u l a t i o n 

son t le fai t de la p e p t o n e et de l ' ex t ra i t de l e v u r e . 

3 . 3 . — Besoins glucidiques 

Le M. brunnea a été cu l t i vé s u r le m i l i e u de base e n r i c h i en p e p t o n e et c o m p l é m e n t é 

e n l 'un des s u c r e s su i van t s à r a i s o n de 7,5 g p a r l i t re : g a l a c t o s e , g l u c o s e et s a c c h a r o s e . 

Le g a l a c t o s e est p r a t i q u e m e n t t o x i q u e . A l ' i n v e r s e , g l u c o s e et s a c c h a r o s e f o u r n i s s e n t 

une c r o i s s a n c e l é g è r e m e n t s u p é r i e u r e à ce l l e des t é m o i n s , m a i s c e l a a u d é t r i m e n t de l a 

s p o r u l a t i o n q u i , à ces d o s e s , est t o t a l e m e n t i n h i b é e . P o u r t a n t , d a n s l 'essa i p r é c é d e n t , 

nous a v i o n s o b t e n u en présence de p e p t o n e et de g l u c o s e (3,75 p a r l i t re) une p r o d u c t i o n 

c o n i d i e n n e in té ressan te . L a n a t u r e et l a t e n e u r des composés g l u c i d i q u e s cons t i tuen t 

d o n c un po in t c r i t i q u e p o u r la s p o r o g é n è s e . 

3 . 4 . — interactions azote-glucose 

Q u a t r e s o u r c e s d ' a z o t e s in téressantes r e c o n n u e s ( a r g i n i n e , g l y c o c o l l e , p e p t o n e 

et e x t r a i t de l e v u r e ) , et l 'effet du g l u c o s e en p a r t i e d é f i n i , nous a v o n s ten té de c o m b i n e r 

ces d i v e r s e s subs tances tel que l ' i n d i q u e le t a b l e a u 2. T r o i s résu l ta ts essent ie ls y a p p a -

T A B L E A U 2 

Croissance radiale (mm) du M . b r u n n e a sur diverses associations d'azote organique (6 semaines de culture) 
Interactions avec le glucose 

Radial growth (mm) of M . b r u n n e a under organic nitrogen associations (6 weeks cultures) 
Interactions with glucose 

L u m i è r e O b s c u r i t é 

S o u r c e s azotées (g/l) g l u c o s e sans g l u c o s e sans 

(7,5 g/ l ) g l u c o s e (7.5 g/ l ) g l u c o s e 

P e p t o n e (5) -.- e x . l e v u r e (1) 22,5 18,5 22,5 17,5 
P e p t o n e (5) + A r g i n i n e (1,26) 9,0 18,2 11,7 11,5 
P e p t o n e ( 5 ) + G l y c o c o l l e (1,34) 8,4 13,7 9,0 16,7 

A r g i n i n e (1,26) +• e x . l e v u r e (1) 22,1 18,7 22,5 17,5 
G l y c o c o l l e (1,34) + e x . l e v u r e (1) 23,5 18,5 23,5 20,2 
G l y c o c o l l e ( 0 , 6 7 ) + A r g i n i n e (0,63) 5,7 8,8 7,0 10,0 
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ra i ssen t . T o u t d ' a b o r d , les c o n d i t i o n s l u m i n e u s e s n ' in f luent pas s u r l a c r o i s s a n c e . En 

s e c o n d l i e u , le r ô l e du g l u c o s e a p p a r a î t e n c o r e p lus c o m p l e x e p o u r ce m ê m e c a r a c ­

t è r e . En effet, la p résence de g l u c o s e s t i m u l e la c r o i s s a n c e p o u r toutes les c o m b i n a i s o n s 

c o m p o r t a n t l ' ex t ra i t de l e v u r e , et ce l les - là u n i q u e m e n t . E n f i n , t ro i s a s s o c i a t i o n s azotées 

se d i s t i nguen t a v a n t a g e u s e m e n t : p e p t o n e - e x t r a i t de l e v u r e , a r g i n i n e - e x t r a i t de l e v u r e 

et g l y c o c o l l e - e x t r a i t de l e v u r e . 

3 . 5 . — Teneur en gélose des milieux 

Les t e c h n i q u e s c l a s s i q u e s de r e p i q u a g e d ' i m p l a n t s e x i g e n t p o u r le p r é l è v e m e n t 

d e c e u x - c i que l 'on d i s p o s e de cu l tu res b ien d é v e l o p p é e s . D a n s le cas du M. brunnea 

de te l les c u l u r e s sont o b t e n u e s a p r è s un m o i s , é p o q u e à l a q u e l l e le m i l i e u est dé jà 

p a r t i e l l e m e n t d é s h y d r a t é et les c o l o n i e s c o r i a c e s . N o u s a v o n s d o n c p o u r d i v e r s 

m i l i e u x c l a s s i q u e s ( a v o i n e ou m i l i e u de base) fai t v a r i e r l a t e n e u r en gé lose en t re 10 

et 30 g p a r l i t re . Il a p p a r a î t que la v a l e u r m i n i m a l e est la p lus in té ressan te : m e i l l e u r e 

c r o i s s a n c e , c o l o n i e s p lus t e n d r e s . 

3 . 6 . — Effet de l'ensemencement sur la sporulation 

L a t e c h n i q u e d ' e n s e m e n c e m e n t des boi tes de Pétr i p a r l ' i m p l a n t u n i q u e est 

c o m m o d e p o u r les é tudes de c r o i s s a n c e . E l le a u t o r i s e cer tes la s p o r u l a t i o n , si l a c o m p o ­

s i t i on du m i l i e u s 'y p rê te , m a i s de m a n i è r e t a r d i v e . N o u s a v o n s ten té d 'y r e m é d i e r 

en p r é l e v a n t un i m p l a n t p o r t e u r de c o n i d i e s et en le b a l a y a n t s u r toute la s u r f a c e du 

m i l i e u gé lose ( a v o i n e e n r i c h i e en p e p t o n e et en e x t r a i t de l e v u r e ) . A i n s i , les c o n i d i e s se 

déposen t -e l l es , d o n n a n t n a i s s a n c e a p r è s g e r m i n a t i o n à une mu l t i t ude de c o l o n i e s , 

r a p i d e m e n t c o a s l e s c e n t e s . N o u s a v o n s a i n s i , 11 j o u r s a p r è s e n s e m e n c e m e n t noté le 

d é b u t d ' u n e s p o r u l a t i o n qu i s ' a v é r a r a p i d e m e n t a b o n d a n t e . C e t t e m é t h o d e a u g m e n t e 

c o n s i d é r a b l e m e n t l 'effet de la c o m p o s i t i o n c h i m i q u e du m i l i e u . Les c o n i d i e s o b t e n u e s 

ont été r é c u p é r é e s p a r l a v a g e et a g i t a t i o n sous l ' eau p e r m u t é e . Pu lvér isées su r des 

feu i l l es de Populus x euramericana ( D o d e ) G u i n i e r cv « 1-214» e l les ont assu ré une 

b o n n e c o n t a m i n a t i o n . 

4. — D i s c u s s i o n 

Les d i v e r s beso ins du M. brunnea mis en év idence c o n c o r d e n t g l o b a l e m e n t a v e c 

les p r e m i è r e s o b s e r v a t i o n s de M a g n a n i et M a r i e P o i s s o n n i e r , à s a v o i r , l ' a v a n t a g e des 

m i l i e u x na tu re l s s u r les m i l i e u x m i n é r a u x . 

Les données re la t i ves à la l u m i è r e , l a t e m p é r a t u r e , le p H , et c e r t a i n e s subs tances 

te l les q u e l ' ex t ra i t de l e v u r e c o n f i r m e n t ce l les que v i e n n e n t de p u b l i e r S i m p s o n et 

H a y e s (1978). T o u t e f o i s , ces a u t e u r s es t iment que M. brunnea n ' a pas d ' e x i g e n c e s p a r t i ­

cu l i è res en a z o t e o r g a n i q u e , ce qu i est c o n t r a i r e à nos résu l ta ts . Il est v r a i que S i m p s o n 

et H a y e s ont t o u j o u r s i n c o r p o r é de l ' ex t ra i t de l e v u r e q u i m a s q u e p r o b a b l e m e n t 

l 'effet des s o u r c e s d ' a z o t e é p r o u v é e s . D a n s l e u r c o n c l u s i o n , ces m ê m e s a u t e u r s s i g n a ­

lent les échecs répétés qu ' i l s on t sub i en m a t i è r e de s p o r u l a t i o n . D a n s la m e s u r e o ù 

c e r t a i n s de l eu rs m i l i e u x sont vo i s i ns des nô t res , o n peut p e n s e r que no t re ma î t r i se 

de la s p o r u l a t i o n rés ide en pa r t i e d a n s no t re t e c h n i q u e d ' e n s e m e n c e m e n t , l a f r é q u e n c e 

de nos r e p i q u a g e s , les p r o p o r t i o n s respec t i ves de nos i n g r é d i e n t s , à m o i n s q u ' i l ne 

s ' a g i s s e d ' u n p r o b l è m e de s o u c h e . 
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5. — C o n c l u s i o n 

Choix d'une méthode de culture 

A u t e r m e de cette é tude , il a p p a r a î t poss ib le d ' o b t e n i r une c r o i s s a n c e sa t i s f a i ­

san te et une s p o r u l a t i o n p r é c o c e , en p a r t i c u l i e r a v e c l ' a p p o r t de p e p t o n e et d ' e x t r a i t 

de l e v u r e . C e s subs tances c o m p l e x e s on t l ' a v a n t a g e , sous f o r m e a u t o c l a v a b l e , de 

f o u r n i r a u c h a m p i g n o n les a c i d e s a m i n é s qu i lui sont f a v o r a b l e s (dont l ' a r g i n i n e ) 

et des c o m p l é m e n t s en v i t a m i n e s B. L a t e n e u r en g l u c i d e du m i l i e u do i t ê t r e m o d e s t e si 

la s p o r u l a t i o n est r e c h e r c h é e a v a n t tout . En p r a t i q u e , nous a v o n s o b t e n u de bons 

résu l ta ts s u r e a u d ' a v o i n e gé losée ( m a c é r a t i o n de 40 g de g r a i n s p a r l i t re une nui t à 

60 °C) c o m p l é m e n t é e en p e p t o n e et e x t r a i t de l e v u r e . A 5 g/1, la p e p t o n e est p lus ef f i ­

c a c e q u ' à 1 g / l , à l ' i n v e r s e , l ' ex t ra i t de l e v u r e c o n d u i t a u x m ê m e s effets à 0,5 o u 1 g / l . 

L e M. brunnea p résen te une b o n n e t o l é r a n c e à l ' é g a r d d u p H . N o u s le c u l t i v o n s en t r e 

p H 5,6 et p H 8 m a i s la c r o i s s a n c e la p lus in tense i n te r v i en t en t re 6,5 et 7,5. Les r é s u l ­

tats r a p p o r t é s ici ont été o b t e n u s à p H 6, i l y a u r a i t d o n c l ieu p a r la su i te d ' a u g m e n t e r 

le p H d ' u n e un i té . E n f i n , r a p p e l o n s l ' i n té rê t de m i l i e u x f a i b l e m e n t gé loses, d ' u n e t e m p é ­

r a t u r e de 25 ° C et su r tou t d ' u n e n s e m e n c e m e n t p a r é p a n d a g e de c o n i d i e s . L a c o n c u r ­

r e n c e en t r e de mu l t i pes c o l o n i e s p o u r r a i t ê t r e un f a c t e u r s t imu lan t de la s p o r u l a t i o n . 

Reçu pour publication en juin 1978 . 

S u m m a r y 

Study of a method of culture for M a r s s o n i n a b r u n n e a 

T h e m a i n r e q u i r e m e n t s of Marssonina brunnea f o r nu t r imen ts in r e l a t i on w i th g r o w t h a n d s p o r u ­
la t ion h a v e been inves t iga ted o n l i qu id a n d a g a r méd ias . W h e r e a s B v i t a m i n s a p p e a r of f e w interest , the 
f u n g o u s needs o r g a n i c n i t r ogen in the f o r m of a r g i n i n , g l y c o c o l l , pep ton o r yeast ex t rac t . G l u c o s e a n d 
s a c c h a r o s e at h igh leve l inh ib i t s p o r u l a t i o n but s m a l l a m o u n t s a r e r e q u i r e d f o r the a s s i m i l a t i o n of 
yeast ex t rac t . F a i r g r o w t h a n d ac t i ve s p o r u l a t i o n o c c u r w h e n c o n i d i a s a r e seeded o n oat a g a r c o m p l e ­
men ted w i th pep ton a n d yeast ex t rac t at a l m o s t neu t ra l p H . 
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