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RESUME

L’auteur analyse quelques facteurs susceptibles d’influer sur la formation des chlamydospores
par une souche de Phytophthora palmivora. La température optimum de formation est ainsi de
18¢C et le pH du milieu n’a qu’une influence minime entre pH 4,5 et 7,5. Le r6le le plus important
est assigné au rapport C/N du milieu dans la mesure ol il conditionne, par son influence sur la
composition cytoplasmique de la spore, son comportement ultérieur au cours de la germination.
Le taux de germination sur divers milieux est établi pour les chlamydospores de la souche testée.

INTRODUCTION

La compréhension des facteurs écologiques susceptibles d'influencer le déroule-
ment de la phase saprophytique du cycle du Phytophthora palmivora est la clé de toute
possibilité d’intervention & ce niveau. On se retrouve toujours, en effet, quelles que
solent les souches parasites envisagées, confronté aux problémes de survie du cham-
pignon en absence de la plante hote et de son comportement face aux conditions de
milieu qu'il rencontre. Tsao (1970), en regroupant les informations connues sur le
comportement saprophytique du Phytophthora parasitica, a pu souligner le rble
important joué au cours de cette phase par les chlamydospores, considérées comme
organes de résistance et de conservation et délimiter les lacunes de nos connaissances
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sur cette forme sporale des Phytophthora. D’autres études avaient, par ailleurs, permis
de mieux connaitre certains aspects de la formation ou du comportement de ces
organes chez d’autres espéces de Phytophthora (MIRCETICH et ZENTMYER, 1967-1970 ;
TsA0, 1967 ; TsAO et BRICKER, 1968 ; R10oU et RavisE, 1970).

Notus avons repris I'étude de certains aspects de la formation, du comportement
et du devenir des chlamydospores chez le Phytophthora palmivora et ce sont les pre-
miers résultats de ces études qui sont exposés ici.

MATERIEL, ET METHODES

La souche utilisée au cours de cette §tude (souche COB 148) a été isolée en 1968 d'un chancre
d’Oranger greffé sur Mandarinier Cléopatre & la station fruitiére de Loudima (Rép. Pop. du
Congo). Elle est représentative d'un des types morphologiques et parasitaires prédominant au
Congo sur Agrumes, Par nombre de ses caractéres elle apparait comme intermédiaire entre les
Phytophthora palmivora et parasitica typiques. Toutefois certains aspects physiologiques de son
comportement (optimum thermique de croissance, production précoce de chlamydospores) ont
conduit & l'identifier au Phyfophthora pabmivora (BUTL.) BUTL.

Tautes les cultures ont été réalisées sur le milien minéral suivant :

POHK, o,2g SO,Mg, 7OH, o,2¢g D-Glucose 10,0 g
POH,K o0,8¢g CO4Ca 0,2§¢ Thiamine 0,002 g
SOK, 0,58 NO;K 1,08 {3-Sitostérol 0,020 g

Une solution oligodynamique est ajoutée au milieu, calculée pour apporter, par litre de milieu
définitif : .

FeSO,, 70H, o,5 mg MnCl,, 7 OH, 0,02 mg
ZnSO,, 7 OH, o,5 mg TiSO,, 5 OH, 0,02 Mg
CuSO,, 7 OH, o,02mg . Mo,(NH,); 4 OH, 0,02 mg

Le stérol est apporté au milieu, avant autoclavage, en solution dans le diméthyl sulfoxyde (DMSO)
qui en assure une répartition homogéne sous forme de suspension colloidale.

Le milieu de base ainsi défini posséde un rapport C/N de 28,9. Ce rapport a pu étre modifié
pour certaines études en modulant I"apport d’azote ou de glucose. Lorsque d’autres sources d’azote
que le nitrate de potassium ont été utilisées, elles étaient calculées pour fournir 138,5 mg d'azote
par litre de milien, soit I’équivalent de 1,0 g de nitrate de potassium.

Pour 'étude du pH, ce milieu a été tamponné au mélange de Mcllvaine : acide citrique o,1 M
et phosphate disodique 0,2 M, le pH étant ajusté avant autoclavage. Le milieu non tamponné a
normalement un pH de 6,3.

Toutes les cultures, sauf exception signalée, ont été menées sur 25 m1 de milieu en Erlenmeyers
de 100 ml. Elles ont été maintenues & I’'obscurité dans une chambre de culture réglée a4 20°C, pour
réduire I'interférence de la production de sporocystes. Toutefois le role de la température a été
étudié, sur le méme milieu gélosé a 15 g/l, dans une batterie d’étuves réglées a o,5°C prés.

A la fin de la période de culture, la totalité du mycélium, ou un aliquot de poids connu, est
prélevé et broyé dans 10 ml d’eau formolée (ce qui permet une conservation indéfinie du broyat).
Le nombre de chlamydospores par mm?® de broyat est ensuite estimé & ’hématimétre, vingt comp-
tages étant menés & bien pour chaque répétition.

Apres lavage du mycélium, broyage dans l'eau stérile et filtration du broyat sur un filtre
métallique a4 mailles de oo microns, il est possible de récupérer les chlamydospores & la micro-
pipette pour les déposer sur un milieu gélosé. Cette technique a été utilisée pour estimer le
pourcentage de germination des chlamydospores produites dans diverses conditions de
culture.

Enfin la croissance du thalle a été estimée soit par détermination du poids sec, soit par
dosage des protéines mycéliennes par la méthode de Lowry. Les ions nitriques ont été dosés dans
le milieu de culture, soit par distillation aprés réduction au Dewarda, soit par la méthode colo-
rimétrique de FIsHER (1958) & la brucine.
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RESULTATS

A. — Chronologie de la chlamydogénése

Dans les conditions de culture utilisées, la chlamydogénése débute précocement,

{ dés le troisidéme jour, mais la courbe représentative des chiffres du tableau 1 (fig. 1,

o courbe 3) manifeste une phase d’accélération prolongée correspondant, en fait, 4 la

période de croissance mycélienne active mise en évidence par I'évolution des protéines

mycéliennes (fig. I, courbe 2) et celle du substrat azoté du milieu de culture (fig. 1,
courbe I).

Ce n'est qu'a la fin de cette période trophique, soit vers le vingtidme jour de
culture, que se déclenche la phase exponentielle de la chlamydogénese qui s’achéve,
vers le trente-cinquiéme jour, par une stabilisation du nombre de chlamydospores
formées. Les processus de croissance active et la chlamydogénése proprement dite
apparaissent donc comme des phénomeénes séparés dans le temps. Il semble ainsi
probable que le nombre de chlamydospores formées puisse dépendre du niveau de
croissance atteint par le mycélium au cours de la phase trophique ; et par
conséquent &tre modifié par 'action des divers facteurs susceptibles d’influencer cette
croissance mycélienne.

B. — Influence des facteurs physiques sur la chlamydogéneése

1. Température.

Chez la souche étudiée, les températures optimales pour laformation des chlamy-
dospores sont assez étroitement définies. Aprés vingt-deux jours de culture, le maxi-
mum de formation est en effet obtenu pour une température relativement basse,
voisine de 18°C (tabl. 2). Au-dessus de 22°C la chlamydogénése devient pratiquement
nulle, alors que la production de sporocystes, si les conditions d’illumination sont
suffisantes, devient prépondérante. De méme, le nombre important de chlamydo-
spores observé & 12°C manifeste I'indépendance relative de la chlamydogénése et des
processus de croissance mycélienne, ceux-ci étant, pour cette température, fortement
ralentis.

I1 convient de noter que, pour cette souche, I'optimum thermique de croissance
se situe & 27°C (RavIst et Boceas, 1970) qui correspond également 4 Uoptimum de
formation des sporocystes.

2. Influence du pH sur la chlamydogénése.

En milieu tamponné au mélange de Mcllvaine, aprés quinze et vingt-cing jours
de culture, les résultats du tableau 3 manifestent un optimum pour un pH initial
voisin de 6, la demi-réponse étant étalée entre pH 4,5 et 7,0. Sur milieu non tamponné,
aprés seulement cing jours de culture, 'optimum se manifeste pour un pH initial
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TABLEAU I

_ Chlamydogénése de la souche COB 148 en fonction du temps de cultuve.
Evolution des protéines mycéliennes et de U'azote nitvique du miliew de culture

(dosage a la brucine)

Nombre Chlamydospores Protéines N résiduel
de jours (nbre/mm? (pg/mli (pgfml 4
- de broyat) de broyat) de milieu)
e — ) e e | e et e | - \
0 — — 138,5 )
2 — 7,3 —
3 2,5 — —
5 3,7 — 183,0
6 — 8,3 —_
8 4,0 11,2 —
9 5,0 — —
10 — 12,1 97,0
11 6,8 — —
13 7,8 — —
15 11,5 — 57,0
16 — 34,1 —
17 13,0 — —
18 — 37,5 _—
20 14,0 37,8 35,0
22 — 42,1 —
a4 — 46,8 —_—
25 29,2 —_— 28,0
26 — 43,6 —
30 57,6 — 28,0
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¥1G6. 1. — Ewvolution en fonction du temps de culture

de Pazote nitrigue du wmiliew (courbe 1), de la teneur en proféines mycéliennes (courbe z)

et du nombre de chlamydospores (courbe 3)

Culture stationnaire & 20°C sur 25 ml de milieu
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de 6,3 alors que le pH réel du milieu & ce moment est de 5,0 (tabl. 3). Cependant le
déclenchement lui-méme de la chlamydogénése apparait, & trois jours str ce méme
miliew non tamponné, comme relativement indépendant du pH entre les limites

4,0-7,0.

TABLEAU 2

Influence de la température sur la chlamydogénése de la souche COB 148
aprés 82 jours de cultuve

(milieu minéral gélosé & 15 gfl)

Température (°C) 12 18 22 24 26 28 30 33

Chlamydospores 2

(nbrejmm? broyat) 9,3 10,6 bk 2,1 2,4 1,5 0,3 0,2
TABLEAU 3

Influence du pH du miliew de culture sur la chlamydogénése de la souche COB 148

Milieu de culture tamponné Milieu de culture non tamponné
H : . . s
inlgtial 15 jours 25 jours 3 jours 5 jours
pH; Chlamyd. pH; Chlamyd. pH; Chlamyd. pHe Chlamyd.
3,1 3,3 0 3,3 0 | — — —_ —
4,1 4,8 0,5 6,3 1,9 — — — —
4,9 — — —_ — 3,9 0,7 4,2 0,7
5,2 6,1 0,9 6,8 3,2 _ —_ —_ —_—
5,4 —_ —_ —_ — 4,3 1,1 4,6 1,3
6,1 6,1 0,7 6,9 3,8 —_— — _— —_
6,3 — —_ — —_ 5,0 1,0 4,8 3,1
6,9 6,9 0,5 6,9 2,5 —_ —_— —_ —_
1,0 — — — —_ 5,9 1,2 5,0 2,0
1,4 — — — — 6,2 1,2 5,2 1,6

3. Influence de I aération du miliew sur la chlamydogéneése.

En culture agitée, la production de chlamydospotes par le Phytophthora palmivora
reste toujours nulle, quel que soit le temps de culture. Tsao (1967) a, par ailleurs,
montré que, chez le Phytophthora parasitica, la mise en semi-anaérobiose du mycé-
lium entrainait le déclenchement de la chlamydogénése. Toutefois CHEE (1973) n'a
pu confirmer ce résultat chez une souche Hévéa du Phylophthora palmivora.

Nous avons essayé de modifier les conditions d’aération du mycélium en augmen-
tant I'épaisseur du milieu de maniére & réduire la tension en oxygéne des couches pro-
fondes. La souche COB 148 a donc été cultivée sur 100 ml de milieu, dans les mémes
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conditions que précédemment et nous avous estimé la croissance mycélienne par la
variation du poids sec et la vitesse de disparition du substrat azoté.

Les chiffres du tableau 4 comparés & ceux du tableau 1, montrent que, dans ces
conditions, la chlamydogénése entre plus précocement en phase exponentielle (a par-
tir du dixiéme jour de culture : fig. 2, courbe 3) et s’achéve pratiquement en méme
temps que l'utilisation de l'azote du milien (fig. 2, courbe I) et les processus méta-
boliques de croissance tels que ceus manifestés par 1’évolution du poids sec de myce-

lium (fig. 2, courbe 2).

TABLEAU 4

Chronologie de la chlamydogénése en cultuve sur miliew profond.
Evolution du poids sec du mycélium et de I'azote witrique du miliew de culture

(dosage par distillation aprés réduction au Dewarda)

Chlamydospores Poids sec N résiduel
Nombre N
de Jours (nbre/mm?3 du mycélium (pg/ml
: + de broyat) (mg) de milieu)
0 —_ — 138,5
5 4,8 45,6 129,1
10 11,4 117,1 110,2
15 36,3 171,9 90,8
20 77,2 241,7 34,5
30 85,7 394,1 19,1
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. — Evolution en fonction du temps de culture

de Vazote nitrique du miliew (courbe 1), du poids sec du mycélium (courbe 2)
et du nombre de chlamydospores (courbe 3)

Culture stationnaire 4 20°C sur 100 m! de milieu (culture en milieu profond)
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C. — Influence des facteurs chimiques du miliew sur la chlamydogénése

I. Réle des stérols.

On connait bien actuellement (L1rLy, 1966) la dépendance étroite des Phytophthora
vis-a-vis des stérols, en ce qui concerne leur reproduction sexuée ou asexuée. Le
développement mycélien, en revanche, apparait comme indépendant d’un apport
exogene de stérols, ce que manifeste aussi 1a tolérance des Pythiacées aux antibio-
tiques polyéniques.

Les chiffres du tableau 5 montrent que la souche testée présente, pour sa chla-
mydogénese, une dépendance totale 4 I’égard des stérols, la faible formation résiduelle,
en milieu sans stérol, étant explicable par le léger apport de l'inoculum.

TABLEAU §

Influence des stévols suyv la chlamydogénése

Nombre de jours de culture 8 15 25 30 35 42

Chlamydospores Milieu -+ Stérol 4,0 11,5 22,2 57,6 68,9 —
(nbre/mm?

de broyat) Milieu — Stérol 0,3 1,0 — 4,0 4,4 4,4

2. Influence de la nature de la source d’azote sur la chlamydogéneése.

Six sources d’azote différentes ont été testées, sur la base d'un rapport C/N de
28,9, le carbone apporté par les sources d’azote organique n’étant pas pris en compte
pour ce calcul (I'influence de ce carbone additionnel reste toutefois faible et les C/N
réels sont de 29,3 pour I'urée et 30,6 pour 1’asparagine et ’hydrolysat de caséine).

Le tableau 6 montre, qu’aprés viugt-huit jours de culture, quatre substrats sont
équivalents, en ce qui concerne la chlamydogénése : nitrate de potassium, nitrate
d’ammonium, I-asparagine et urée. Le sulfate d’ammonium apparait comme néfaste
en raison probablement de la toxicité de I'ion NH™, alors que I’hydrolysat de caséine
apte & promouvoir une croissance mycélienne importante, se révéle comme la source
azotée la plus favorable & une chlamydogénése abondante.

TABLEAU 6

Influence de la natuve de la souvce d’azote
sur la chlamydogénése a 28 jours de culture

Source d’azote dosée Chlamydospores
2 138,5 mg/l de N (nbre/mm? de broyat)
Nitrate de potassium ................. 38,6
Sulfate d’ammonium ................. 1,2
Nitrate d’ammonium .........cco0venn. 44,0
L-asparagine .............. ..ot 46,7
UTEE wvverere et et ianeenn, 48,4
Hydrolysat de caséine ...,............ 108,0
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3. Relation entre la chlamydogénése et le vapport CIIN duw miliew de culture.

Pour un niveau donné d’alimentation azotée, sauf en ce qui concerne I'hydrolysat
de caséine, la chlamydogénése nous est apparue précédemment comme relativement
indépendante de la source d’azote utilisée. Toutes les expériences précédentes ayant
fait appel 4 un rapport C/N constant de 28,9, il était intéressant de voir si une modifi-
cation du métabolisme du champignon, par le biais d'une altération du C/N du milieu,
pouvait influer sur la formation des chlamydospores. On sait, en effet (BRIDGE
CookE, 1968) que si un C/N de 10-12 est optimum pour la croissance et les synthéses
azotées d'un champignon, au-dessus de 15 on assiste & une formation préférentielle
de composés carbonés complexes et, en particulier, de composés & haut pouvoir
énergétique (glucides complexes et lipides).

Dans le cas de 1a souche étudiée, si on module la source d’azote (nitrate de potas-
stum) pour obtenir des C/N étalés entre 5 et 100, on constate (tabl. ) que ce sont les
C/N supérieurs & 15 qui sont apparemment les plus favorables 4 la chlamydogénese.
Fin particulier, si on considére le rendement de la chlamydogénése par rapport & la
consommation d’azote (nombre de chlamydospores formées par pg d’azote consominé)
un optimum se dégage nettement, a vingt-cing jours, pour un C/N voisin de 30 (fig. 3).
Par ailleurs, un examen des chiffres du tableau 7 montre que, ici encore, la production
exponentielle des chlamydospores suit I'épuisement en azote du milieu de culture,
pratiquement réalisé en quinze & vingt jours.

TABLEAU 7

Influence du rvapport CIN du wmiliew de cultuve
sur la chlamydogénése de la souche COB 148 a 15, 20 et 25 jours

N consommé Chlamydospores

C/N N initial P. 100 N initial

(mg/l] nbre/mm? de broyat nbre/ug N conscmmé
gt

15 j 20 j 95 j 155 20 j 25 j 15 § 20 j 95§

5,0 792 18,5 91,7 29,9 ) 11,6 95,4 0,01 0,07 0,14
10,1 396 95,5 37,3 39,1 25 19,5 55 0,02 0,13 0,35
15,6 256 3741 64,0 64,0 8,3 38,5 74,9 0,09 0,23 0,46
98,9 138 58,8 74,7 79,8 10,8 31,8 72,4 0,13 0,30 0,66
50,6 79 84,8 94,9 94,9 10,5 2,8 31,9 0,16 0,33 0,42

102,5 39 89,7 95 95 3,2 8,2 14,4 0,09 0,92 0,39

Les conditions de C/N du milieu jouent donc un réle important dans les phéno-
meénes de chlamydogénése par suite des modifications qu’elles entrafnent dans le
chimisme du champignon. Leur étude permet de soupconner un rodle dynamique de
Tazote dans ces processus, role double d’élément limitant d’une part, le nombre de
chlamydospores formées dépendant apparemment du niveau de développement
- mycélien atteint, d’élément déclencheur d’autre part, la fin de la consommation
d’azote coincidant avec le déclenchement de la chlamydogéneése. C'est ce dernier
role qu’il nous reste & analyser.
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A Chlamydospores
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F1c. 3. — Influence du rapport C|N du milieu de culture
sur le rendement en chlamydospores de la souche COB 148 par rapport & Pazote consommé
apres 16, 20 et 26 jours de culture

Culture stationnaire 4 20°C sur 25 ml de milieu

4. Influence de la disparition de I'azote du miliew sur le déclenchement de la chlamydo-
génése.

Nous avons, en culture sur 25 ml de milieu, remplacé aprés neut jours de culture,
le milieu initial soit par un milieu neuf normal, soit par un milieu neuf privé d’azote.

Dans le premier cas on observe un arrét de la chlamydogénése, la courbe de
production présentant un palier qui correspond & un retard de cing & six jours sur
la courbe témoin (fig. 4, courbe 2). Ce retard correspond au temps nécessaire & tine
consommation de 1’azote apporté jusqu’a un niveau identique 4 celui précédemment
. atteint. Il apparait donc ici un antagonisme entre les chaines métaboliques associées
3 la nutrition azotée et celles lides & la chlamydogénése.

En revanche, si le milieu de remplacement est carencé en azote, on observe,
toujours par rapport 4 la courbe témoin, une avance dans le temps de la chlamydo-
génése, la phase exponentielle de production se déclenchant rapidement aprés la
frustration en azote (fig. 4, courbe 3). Il faut noter cependant que, dans ce cas, le
nombre de chlamydospores formé reste faible, en proportion du développement
mycélien atteint au moment de la frustration {environ 30 p. 1oo du nombre formé &
trente jours en conditions de culture standard). Ce nombre reste d’ailleurs & peu prés
constant & partir du vingtiéme jour. Dans ce cas, la disparition de I'azote du milieu
de culture ayant entrainé le blocage des chaines métaboligues associées 4 la nutrition
azotée, nous assistons 4 une reprise d’activité brutale de celles liées & la chlamydo-
géneése.

Mais nous avons vu précédemment que, dans le cas d'une culture sur milien
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profond (100 ml de milien), 1a chlamydogénése débute plus précocement que dans
les conditions précédentes. Si, sur cette méme culture, on supprime le substrat
azoté du milieu (par remplacement de ce dernier 4 neuf jours par un milien carencé
en azote), on ohserve, contrairement aux résultats précédents, un ralentissement
net de la courbe de formation (fig. 4, courbe 5) traduisant une baisse de rendement
des processus de chlamydogénése. Nous essayerons par la suite d’expliquer ces résul-
tats en apparence contradictoires. ‘

Chlamydospores
nbre / mm3

jours
) ] 1
20 30

Frc. 4. — Iufluence sur la chlamydogénése de la souche COB 148
d'une frustration en azote aw 10° jour de culture

Courbe 1 : chlamydogénése normale sur 25 ml de milien complet.

Courbe 2 : chlamydogénése sur 25 ml de milieu complet renouvelé aprés les neuf
premiers jours de culture.

Courbe 3 : chlamydogénése sur 25 ml de milieu complet durant les neuf premiers jours,
puis sur milieu carencé en azote.

Courbe 4 : chlamydogénése normale sur 100 ml de milieu complet,

Courbe 5 : chlamydogénése sur 100 ml de milieu complet durant les neuf premiers jours,
puis sur milieu carencé en azote.

D. — Influence des conditions de culture
sur la geymanation des chlamydospores

II nous est apparu précédemment que les |facteurs chimiques du milieu de
culture étaient susceptibles d’influencer fortement la chlamydogénése. Il reste & voir
si cette influence joue également sur le plan qualitatif et si les modifications du
chimisme du champignon induites par celles du milieu de culture petvent se réper-
cuter sur la composition des chlamydospores et, partant, sur leur comportement
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ultérieur. Par ailleurs, l'influence du milieu de germination lui-méme se devait d’étre
étudiée pour pouvoir tenir compte des fluctuations qu'il est susceptible d’amener
dans les taux de germination.

1. Influence du miliew d’'étalement sur la germination des chlamydospores.

R10U et RavisE (1g70) avaient obtenu, pour les chlamydospores de cette méme
souche COB 148, des taux de germination de 100 p. 100 aprés 24 hetres sur un milien
complet (pois gélosé - lait de coco). Pour une autre souche du Phytophthora palmi-
vora, sur eau gélosée, 45 p. 100 seulement des chlamydospores avaient germé aprés
48 heures. Nous avons, pour notre part, testé les milieux de germination suivants :
eau gélosée, eau gélosée -+ thiamine, eau gélosée - L-asparagine, eau gélosée -
L-asparagine 4+ D-glucose. Les chiffres du tableau 8, relatifs & des chlamydospores
formées sur un milieu de C/N 15, et prélevées a vingt jours de culture, montrent
qu’elles sont capables de germer & 50 p. T00 en absence d’apport nutritif exogéne.
Un apport d’azote organique au substrat de germination se traduit par un abaisse-
ment important du taux de germination, ce qui correspond 3 un phénomene d’inhibi-
tion qu'il est cependant loisible de compenser par un apport simultané de glu-
cose. Lie taux de germination obtenu alors est identique A celui du témoin sur eau
gélosée. Un test de y* sur ces résultats montre que les traitements sont trés significa-
tivement différents (P < o,001).

TABLEAU 8

Geymination & 48 hewves des chlamydospores sur diffévenis milieux
(Chlamydospores prélevées a 20 jours de culture sur milieu C/N 15)

Chlamydospores
Milieu de germination Pourcentage
Nbre testé | Nbre germé de
germination
Eau gélosée ................. 1063 546 51,3
Eau gélosée + Thiamine ..... 441 217 49,2
Eau gélosée 4+ Hydrolysat de
caséine (350 p.p.m.-N) ...... 1585 307 19,6
Eau gélosée 4 L-asparagine
103M oo 539 185 32,4
Eau gélosée - L-asparagine
10-3M 4 d-glucose (5 g/l) .. 498 257 51,8

2. Influence duw C[N du miliew de production sur la germination.

Nous avons vu que les variations du rapport C/N du milieu de culture étaient
aptes & provoquer des modifications de la composition des chlamydospores. Riou
et RAVISE (1970) étaient, par ailleurs, arrivés & la conclusion que la nature du milieu
de culture n’exergait aucune influence sur le comportement des chlamydospores.
Mais les milieux qu’ils ont utilisés étaient le plus souvent des milieux naturels (pois
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ou avoine gélosés) et leurs essais sur milieu minéral n’ont pas tent compte des possi-
bilités de variation de la composition de ce milieu.

Nous avons testé, & 48 heures, la capacité germinative sur eau gélosée de chlamy-
dospores formées sur des milieux de C/N différents. Les meilleurs taux de germination
ont été obtenus pour des C/N supérieurs & 15 (tabl. g) et une analyse de x* a montré
que, si les traitements sont trés significativement différents (P 0,001), il n'y a pas de
différence significative entre les résultats obtenus pour des C/N supérieurs 4 15. Selon
que le C/N du milieu de formation est supérieur ou inférieur a 15, les chlamydospores
différent donc par leur aptitude germinative, différence liée probablement 2 la nature
ou & importance de leurs réserves énergétiques.

TABLEAU 9

Influence du vapport C[N du wmiliew de formation
sur la geymination des chlamydospores & 48 heures sur eau gélosée

Taux de germination 4 48 heures
CIN
Nbre testé Nbre germé P. 100

5 188 84 44,7
15 1063 546 51,3
30 196 154 78,6
50 103 85 82,5
100 101 74 74,0

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

De nombreux auteurs ont déja souligné l'importance des facteurs physiques
datis le déterminisme de la reproduction asexuée des Phytophthora. C'est ainsi que
Tsao (1970) en distingue, pour des souches Agrume du Phytophthora parasitica,
trois principatux au niveau du substrat sol : humidité, température, aération. I1
définit I'optimum thermique de la chlamydogénése, pour ces souches Agrume, comme
notablement inférieur 4 celui de la croissance mycélienne ou de la reproduction par
sporocystes. Cette action favorisante des températures basses joue tout particuliére-
ment lorsque 'aération du mycélium est réduite, le plagant ainsi en conditions de
semi-anaérobiose (T'sao, 196%).

Tes mémes facteurs ont été étudiés par CHEE (1973) et Ko et Kapooxra (1973)
chez des souches de Phytophthora palmivora isolées respectivement d’Hévéa et de
Papayer. Si les résultats des seconds sont en accord avec ceux de Tsao, CHEE, en
revanche, a obtenu, pour sa sotiche Hévéa, des résultats opposés : stimulation de
la chlamydogénése par des températures élevées, influence défavorisante d'une
semi-anaérobiose du milieu. I1 semble donc que les exigences écologiques de la chla-
mydogéndse puissent varier, 4 U'intérieur d'une méme espéce, selon 'origine géogra-
phique ou parasitaire des souches étudiées. Des études plus précises seraient toutefois
nécessaires pour définir les limites exactes de cette variation en fonction de la spécia-
lisation parasitaire et de I'origine géographique des souches.
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Pour la souche Agrume du Phytophthora palmivora que nous avons utilisé, les
exigences sont proches de celles des isolats de Tsao. L optimum thermique de la
chlamydogénése, qui s’établit 4 18°C, est bien inférieur A celui de la croissance mycé-
lienne et de la reproduction par sporocystes (27°C selon RavVISE et Boccas, 1969)
ou de la reproduction sexuée (20-25°C selon HUGUENIN et Boccas, 1971). L'effet
stimulateur de la semi-anaérobiose sur 1a formation des chlamydospores est également
net chez la souche que nous avons étudiée. Enfin, nous avons pu constater, en ce qui
concerne 'action du pH que la chlamydogénése proprement dite n’était que légeére-
ment influencée, sur une gamme assez large, par les variations de ce facteur. I/ opti-
mum défini (vers pH 6,0-6,3) correspond en effet & celui de la croissance mycélienne
et il semble probable, dans ces conditions, que la formation des chlamydospores
dépende beaucoup plus de conditions endogénes du mycélium que des conditions
de pH externes.

Torsque les divers facteurs physiques ou physico-chimiques que nous venons
d’évoquer se manifestent a leur optimum, le développement en culture de la souche
testée présente les deux phases typiques définies par Bu'Lock (d’aprés Tuwr-
NER, I97I) : une premiére phase, essentiellement trophique, au cours de laquelle on
assiste & une croissance exponentielle du mycélium, correspondant a lutilisation
de 'azote du milieu et & la construction de 1’architecture protéigue du champignon,
est suivie d'une seconde phase o1 se poursuit I'assimilation du carbone du milieu et,
corrélativement, I'augmentation du poids sec. C'est au cours de cette phase que
s'élaborent les produits carbonés complexes qui seront accumulés par le champignon
et que débute le développement des chlamydospores. Celles-ci doivent donc refléter
assez exactement, par leur composition chimique, les conditions de nutrition du mycé-
lium. Cest ainsi que le rapport C/N du milieu, par l'orientation qu’il donne au méta-
bolisme mycélien, influe assez fortement sur la production de chlamydospores. Nous
avons vu que ce sont les C/N supérieurs 4 15 qui sont les plus favorables a cette for-
mation. On peut en déduire que les chlamydospores jouent probablement un réle
essentiel d’organes de réserves carbonées, leur teneur en protéines reflétant alors
assez exactement, du point de vue quantitatif au moins, celle du mycélium qui leur
a donné naissance. Le fait, par ailleurs, que les diverses sources azotées testées abou-
tissent & des productions équivalentes de chlamydospores, montre que la chlamydo-
génése est relativement indépendante de la nutrition azotée. Dans cette optique,
Taction stimulante de I'hydrolysat de caséine doit probablement étre rapportée a
Tapport, par cette source d’azote, d’acides aminés directement assimilables.

Ces considérations sur la formation et le role des chlamydospores trouvent une
confirmation dans les résultats obtenus & propos de leur germination. MIRCETICHE et
ZENTMYER (1970), TSA0 et BRICKER (1968), qui ont établi un schéma général de cette
germination chez les Phytophthora cinnamoms et parasitica, ont 'montré que ces espéces
requiérent, pour la germination des chlamydospores, une source exogéne d’azote,
sous forme d’acides aminés. Au contraire nous avons vu que, pour la souche COB 148
du Phytophthora palmivora, la présence d’acides aminés dans le milieu de germina-
tion se traduisait par une inhibition nette de la germination par rapport au témoin
sur eau gélosée, cette inhibition pouvant cependant &tre levée par un apport de glu-
cose dans le milieu. Il est probable que la présence d’acides aminés entraine, en absence
de carbone exogéne et comme c’est le cas chez Neurospora crassa (COCHRANE, 1966),
un blocage des synthéses protéiques associées 2 la germination. I,’addition de glucose
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au milieu permet, dans ce cas, le rétablissement de ces synthéses et une germination
normale des chlamydospores. Le taux de germination obtenu alors étant identique
a celui observé sur eau gélosée, il est clair que les chlamydospores de la souche
étudiée sont aptes & germer sans apport nutritif exogéne, résultat conforme 3 ceux
de Kapooxa et Ko (1973) et de CHEE (1973) relat1fs a des souches isolées respective-
ment de Papayer et d'Hévéa.

On peut en conclure que les chlamydospores du Phytophthora palmivora compor-
tent, dans leur cytoplasme, 'ensemble des réserves qui leur sont nécessaires pour
faire face aux besoins énergétiques de la germination et aux premiers stades de
développement ultérieur. Nous avons établi, par ailleurs, qu'une variation du
rapport C/N du milieu entralnait, en modifiant I'orientation du métabolisme, une
variation du nombre de chlamydospores formées. Les plus forts taux de germination
étant liés, sur eau gélosée, a4 des C/N élevés des milieux de culture, il en résulte que
c’est aux réserves carbonées plus importantes de ces chlamydospores qu'il convient
d’accorder le role prééminent dans les processus de germination. Parallélement &
leur r6le de structures de conservation, les chlamydospores sont donc amendes 4
jouer celui d’organes de réserve et on comprend, dans ces conditions, pourquoi leur
formation n’intervient massivement qu’aprés la modification profonde des processus
métaboliques du champignon entrainée par I'épuisement de 'aliment azoté.

En effet, en culture normale sur 25 ml de milieu, une frustration brutale du
mycélium en aliment azoté entraine un déclenchement rapide de la phase exponen-
tielle de la chlamydogénése alors que si, au contraire, on renouvelle cet aliment
azoté un délai supplémentaire intervient dans ce déclenchement. Par ailleurs, les
courbes de la figure T montrent bien, qu’en conditions normales d’aération la chlamy-
dogénése ne débute qu’aprés I'épuisement presque total de 'aliment azoté du milieu.
Ces faits nous permettent de mieux comprendre ce qui se passe en milieu profond
lorsque le mycélium est placé en état de semi-anaérobiose. La production de chlamy-
dospores est alors plus précoce et débute bien avant I'épuisement de I'aliment azoté
du milieu. Ceci suggére l'intervention, dans nos conditions expérimentales, d'un
phénomeéne similaire 4 celui mis en évidence par WALKER et NICHOLAS (1961) chez
le Neurospora crassa qui, dans les mémes conditions, est capable de réduire les
nitrates sans assimilation d’azote, I'ion nitrique jouant alors un simple role d’accep-
teur de protons autorisant ainsi, sous tension d’oxygéne réduite, ’oxydation des
substrats carbonés. Cette réduction non assimilatrice se traduirait, sur le plan méta-
bolique, par un arrét des synthéses protéiques sans blocage de 'assimilation carbonée,
ce qui revient & se placer dans des conditions identiques & celles amenées par une
frustration d’azote en milien aéré. On sait d’autre part qu’en culture normale, I'aug-

mentation du poids sec du mycélium est paralléle au déroulement de l'assimilation .

carbonée, se poursuivant bien aprés I'épuisement de l'aliment azoté et s'achevant
pratiquement avec celui de I'aliment carboné. Pour la culture en milieu profond, au
contraire, on constate que 'augmentation de poids sec reste paralléle & la consomma-
tion d’azote et s'achéve en méme temps qu’elle. Ce parallélisme se retrouve également
pour la chlamydogénése sur le méme milien. I1 est donc vraisemblable que, dans ce
cas, l'assimilation carbonée soit dépendante de l'utilisation, quelles que soient ses
modalités, du substrat azoté du milieu, ce qui s’explique parfaitement par I’hypothése
que nous avons faite. Celle-ci permet également de comprendre pourquoi, quand
on effectue une privation d’azote en milied profond, on observe, par rapport aun
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témoin non modifié une diminution notable du nombre de chlamydospores : le cham-
pignon n’a, dans ce cas, aucune possibilité d’oxyder les substrats carbonés mis 4 sa
disposition, I'ion nitrique accepteur de protons faisant défaut. Toute assimilation
carbonée cesse ainsi que I'élaboration des matiéres deréserve. Ia formation de chlamy-
dospores cessant aussi, elle apparait, une fois de plus, comme directement liée 4 cette
mise en place de matiéres de réserve carbonées. Cette hypothése, qui permet une
explication satisfaisante de I’ensemble des faits observés, reste cependant & contréler
sur le plan expérimental.

Quelles conclusions est-il possible de tirer, sur le plan écologiqte, de cet ensemble
de résultats? Parmi les facteurs dont nous avons étudié 'influence, on peut retenir,
comme les plus susceptibles d’intervenir dans les substrats naturels, la température,
T'aération, le pH et le rapport C/N. I’humidité du substrat, bien entendu, joue son
role mais n’a pas été envisagée ici. Tous ces facteurs interviennent simultanément,
et de maniére complexe, sur le comportement dans le sol d'une souche de Phylophthora
palmivora. La nutrition du mycélium, facteur déterminant de la sporulation, est
influencée a la fois par le pH et le rapport C/N du milieu. Ce dernier facteur, par ailleurs,
est susceptible d’intervenir dans le comportement ultérieur des formes sporales, en
particulier des chlamydospores, pat son influence surla nature des réserves accumulées.

Si nous laissons de c6té les facteurs purement physiques tels que la température
ou I'humidité, l'intervention des facteurs chimiques ou physico-chimiques va se
traduire par un développement mycélien plus ou moins abondant et une sporulation
inégale, MIRCETICH et ZENTMYER (1968) ont déja souligné la difficulté, voire V'impossi-
bilité, d’interdire la germination des chlamydospores, éléments considérés par eux
comme essentiels au maintien du potentiel infectieux d’un sol. Mais peut-étre est-il
possible d'intervenir plus tét, au moment de la formation, en essayant de dévier,
par des artifices culturaux, le métabolisme du champignhon en voie de sporulation ?
Il ne peut étre question d’intervenir au niveau du pH du sol, la chlamydogénése,
nous 'avons vu, se faisant sur une gamme assez étendue de pH, d’autant qu'il est
toujours loisible au champignon de trouvesr, au niveau de la microhétérogénéité de
structure du sol, les conditions qui lui sont les plus favorables.

Une intervention au niveau du rapport C/N est, en revanche, peut &tre plus
facile. Nous avons vu, en effet, que les rapports bas étaient relativement peu favo-
rables & la chlamydogénése, les spores formées ayant de plus des aptitudes germina-
tives affaiblies. En sols tropicaux, souvent caractérisés par des C/N relativement
élevés, une accélération des processus de dégradation de la matiére organique par
d’autres organismes, que 1'on sait provoquer par des artifices culturaux, aurait pour
résultat une stabilisation plus rapide du C/N des couches superficielles du sol vers
la valeur moyenne I0-12 et, par conséquent, une action directe sur la sporulation
du champignon. T'sao (1970), dans un schéma général des interactions sol-champignon
au couts de la phase saprophytique du Phytophthora parasitica, a déja souligné I'im-
portance, pour la mise en ceuvre d'une lutte culturale efficace, de la connaissance des
points faibles du cycle saprophytique du parasite. Il semble bien que le rapport C/N
du substrat puisse constituer un de ces points faibles et qu’une intervention 4 ce niveau
soit une des solutions & une lutte culturale contre les Phytophthora tropicaux.

Regu pour publication en février 1975.
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SUMMARY

INFLUENCE OF CULTURAIL FACTORS ON FORMATION OR GERMINATION IN VITRO
OF CHLAMYDOSPORES OF PHYTOPHTHORA PALMIVORA

The author studies some factors able to influence the formation of chlamydospores by a
parasitic strain of Phytophthora palmivora. Optimum temperature was determined to be around
18°C and the medium pH has only a slight influence beetween pH 4,5 and 7,5. The most important
action is assigned to the medium C/N ratio whose influence on cytoplasmic composition of the
spore determines its behavior during germination. The germination rate is also established, on
several media, for the chlamydospores of the studied strain.
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