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Abstract : By HPLC analysis, we showed that myceliums of two Eutypa lata isolates cultivated in Errikson and
Petersson medium culture synthesized polyamines (Putrescine, Spermidine and Spermine) and abscisic acid (ABA).
In this medium, myceliums of high virulent isolate (BX1-10) produced fewer polyamines than less virulent isolate
(BX1-5) while inverse phenomenon was observed for ABA content. The two growth regulators were diffused in
medium culture in which their levels increase with age of mycelium. In the end, variations of PA and ABA in myce-

liums show antagonist effect of the two growth regulators in Eutypa lata fungi.
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Eutypa lata (Pers : Fr.) Tul. & C. Tul. (syn. E. arme-
niacae Hansf & Carter), l'agent pathogene responsable
de I'Eutypiose de la vigne, sévit actuellement dans tous
les vignobles francais et du monde (MIMIAGUE et
LE GALL, 1994). Champignon parasite du bois, il pro-
voque un grave dépérissement de la plante (LE GALL
et LE GAT, 1994).

Une étude récente menée par BROQUEDIS ez al.
(1993) amontré qu'E. lata induit chez la vigne un déré-
glement hormonal concernant deux régulateurs de crois-
sance ayant des propriétés antagonistes : l'acide
abscissique (ABA) et les polyamines (PA).

Différentes souches d'E. lata d'agressivité diffé-
rentes étant connues, il était intéressant de savoir si elles
différaient par leur capacité de synthese des deux régu-
lateurs de croissance précédemment cités.

MATERIEL ET METHODES

Pour réaliser cette étude, deux souches d'E. lata
d'origine bordelaise ont été utilisées. Ces deux souches :
BX1-10 (tres agressive) et BX1-5 (moins agressive),
ont été cultivées a une température de 23°C dans le
milieu liquide d'ERIKSSON et PETERSSON (1975)
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a l'obscurité et sans agitation. Les analyses ont été effec-
tuées sur les mycéliums lyophilisés et le filtrat de cul-
ture apres 7, 14 et 21 jours de culture.

L'extraction de L'ABA libre a été réalisée au moyen
de la méthode mise au point par BROQUEDIS (1987),
celle des polyamines libres selon la technique décrite
par FLORES et GALSTON (1982) et adaptée a la
vigne par BROQUEDIS ez al. (1989).

Le dosage de ces deux régulateurs de croissance a
été effectué par chromatographie liquide a haute per-
formance.

RESULTATS ET DISCUSSION

I — VARIATION DES TENEURS EN POLY-
AMINES DANS LES MYCELIUMS ET LES FIL-
TRATS DE CULTURE D'E. LATA

Le dosage des PA dans les mycéliums et dans les
filtrats des deux souches d'E. lata a permis de mettre
en évidence l'existence de trois PA : la Putrescine (Put),
la Spermidine (Spd) et la Spermine (Spm). E. lata
semble donc capable de synthétiser des PA et d'en libé-
rer dans le milieu extérieur.
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TABLEAUI

Variations des proportions des différentes PA
dans les mycéliums et les filtrats de culture de
deux souches d'E. lata (BX1-5 et BX 1-10)
cultivées dans le milieu d'Erriksson et Petersson
au cours 3 semaines de culture.

Table I — Variations of PA proportions in myceliums
and culture filtrates of two E. lata isolates (BX1-5 and
BX1-10) cultivated in Erriksson and Petersson

medium during 3 weeks

BX1-5 BX1-10
Put Spd Spm| Put Spd Spm
7] 7 8 414 90 6
Mycéliums | 145110 8 8 [ 6 81 13
21| 7 8 11| 4 80 16
7) |48 30 22|24 54 22
Filtrats 145130 39 31|11 41 48
215138 42 20136 35 29
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Fig. 1a, b, ¢, d — Variations des teneurs en ABA
et en PA totales dans les mycéliums et les filtrats
de culture de deux souches d'E. lata (BX1-5 et BX1-10)
cultivées dans le milieu d'ERIKSSON et
PETERSSON au cours de 3 semaines de culture

Fig. 1a, b, ¢, d — Variations of ABA and total PA
levels in myceliums and culture filtrates of two E. lata
isolates (BX1-5 and BX1-10) cultivated in Erriksson
and Petersson medium during 3 weeks
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L'étude des variations de la teneur en PA totales du
mycélium des deux souches au cours de la période
de culture montre que ces teneurs diminuent du 7€ au
14€ jour et restent stables ensuite (figure 1a). Ce type
de variation est également observé pour la spermidine
qui est la PA la plus abondante dans les deux souches
(tableau I). La spermine, en revanche s'accumule 1ége-
rement pendant les 21 jours de culture, alors que la Put
ne présente pas de variations significatives.

Dans les filtrats, les PA totales, dans nos conditions
experimentales, s'accumulent jusqu'au 14€ jour. Ces
substances sont donc libérées par le mycélium
(figure 1b). Au 21€ jour de culture, les teneurs en PA
totales diminuent fortement dans les filtrats de culture
des deux souches. A I'inverse du mycélium, les filtrats
ne laissent apparaitre aucune prédominance nette pour
l'une des PA au cours des 21 jours de culture.

Pour expliquer les variations des PA observées, nous
sommes amenés a admettre que le mycélium régule sa
teneur en PA en libérant ces substances dans le milieu
extérieur, comme cela a été suggéré par (DAVIS et
RISTOW, 1989) pour le mycélium de Neurospora
crassa. Au 21¢ jour de culture, la diminution des PA
totales dans les filtrats, suggere qu'en conditions défa-
vorables (appauvrissement des milieux de culture) le
mycélium pourrait réguler sa teneur en PA en absor-
bant les PA du milieu extérieur. Pour vérifier cette hypo-
theése, nous avons ensemensé la souche BX1-10 dans
des boites de Petri contenant le milieu malt-agar auquel
nous avons préalablement ajouté des concentrations
croissantes de Put. Apres 5 jours de culture, les sur-
faces des colonies montrent, par rapport au témoin, des
accroissements de 2 p. cent, de 5 p. cent et de 9 p. cent
lorsque la concentration en Put passe respectivement
de 0,1 Ma0,5Metal M. Il semble donc que plus la
concentration en Put est élevée plus la croissance du
champignon est importante. Ce résultat s'accorde avec
I'hypothése d'une absorption de PA, ce qui rejoint
dailleurs les observations faites sur d'autres champi-
gnons (DAVIS et RISTOW, 1989).

Si lI'on compare la teneur des différentes PA des
deux souches en fonction de leur agressivité, on constate
qu'elles sont plus élevées dans les mycéliums de la
souche BX1-5. En revanche, pour les filtrats, c'est 1'in-
verse qui est observé. Une telle différence laisse pen-
ser que l'agressivité plus grande de la souche BX1-10,
par rapport a la souche BX1-5, serait le résultat d'une
libération plus intense des PA dans le milieu extérieur
et probablement aussi dans les plantes attaquées. Un
exces de PA peut, en effet, induire un phénomene de
toxicité faisant apparaitre des nécroses (LESPY
LABAYLETTE, 1995).



II— VARIATION DES TENEURS EN ACIDE ABS-
CISSIQUE DANS LES MYCELIUMS ET LES FIL-
TRATS DE CULTURE D'E. LATA

Les analyses que nous avons effectuées mettent en
évidence la présence d'ABA dans le mycélium et dans
les filtrats de culture des deux souches d'E. lata. Pour
vérifier que le pic obtenu sur les chromatogrammes
correspond bien a 'ABA, nous avons exposé les
extraits réalisés a partir du mycélium et des filtrats a
un rayonnement U.V. L'apparition du trans-ABA dans
les deux types d'extraits prouve qu'ils contenaient effec-
tivement de 'ABA. Les deux souches d'E. lata sem-
blent donc pouvoir synthétiser de I'ABA et en libérer
dans le milieu extérieur.

L'étude des variations de la teneur en ABA dans les
mycéliums des deux souches montre une diminution
au cours de la période de culture (figure 1c). Au 21€jour,
la teneur en ABA de la souche BX1-10 est trés faible
et celle de la souche BX1-5 est pratiquement nulle. A
l'inverse des mycéliums, les filtrats des deux souches
accumulent de plus en plus de I'ABA au cours de la
période de culture (figure 1d). Dans le cas ou cette libé-
ration se retrouverait aussi in vivo, c'est-a-dire dans les
organes de la vigne atteints par d'Eutypiose, elle pour-
rait expliquer, au moins en partie, l'arrét de la crois-
sance végétative.

La comparaison des teneurs en ABA des deux
souches montre que le mycélium de la souche la plus
agressive (BX1-10) présente des teneurs beaucoup plus
élevées que celles de la souche la moins agressive (BX1-
5). Pour ce qui est des filtrats, les teneurs en ABA des
deux souches, identiques au 7€ jour de culture, aug-
mentent jusqu'au 21€ jour mais de fagon plus intense
dans le filtrat de la souche BX1-5, la moins agressive.

Une telle différence observée entre les deux souches
pourrait étre en relation avec leur agressivité. On pour-
rait, en effet, penser que la souche la plus agressive syn-
thétise davantage d'ABA mais en libére moins dans le
filtrat de culture. Ce phénomene permettrait de main-
tenir une forte teneur en ABA dans le mycélium, ce
qui favoriserait la germination des spores et, par consé-
quent, une colonisation plus rapide du milieu. Un tel
phénomene a été, en effet, signalé dans le cas de
Gleosporium album et de Botrytis cinerea (BORECKA
et PIENIAZEK, 1969). Par ailleurs, la croissance du
champignon diminuant avec I'appauvrissement du
milieu de culture suggere que cette synthese dABA
diminuerait avec 1'dge du mycélium.

Il est intéressant de noter que le mycélium de la
souche la plus agressive (BX1-10) contient plus ' ABA
et moins de PA que la souche la moins agressive (BX1-
5). Un tel fait, laisse apparaitre 1a aussi le role anta-
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goniste de I'ABA et des PA signalé auparavant chez les
végétaux supérieurs. On pourrait alors penser que les
fortes teneurs en ABA synthétisées par les mycéliums
inhiberaient, en partie, la biosynthese des PA. Cette
inhibition affecterait surtout la spermidine qui est la
polyamine la plus abondante dans le mycélium. Une
telle relation entre I'ABA et les PA a d'ailleurs été
signalée chez les végétaux supérieurs et notamment
chez la vigne (BROQUEDIS et BOUARD, 1989 ;
RICOUARD et al., 1994).

CONCLUSION

Il ressort de cette étude que les mycéliums des
souches BX1-5 et BX1-10 sont capables de synthéti-
ser de 'ABA et des PA et d'en libérer dans le milieu
extérieur. Cette syntheése semble en relation avec |'agres-
sivité de la souche considérée. Ce comportement des
souches d'E. lata pourrait étre a I'origine d'un désé-
quilibre hormonal pouvant expliquer les différences
d'intensité des symptomes observées sur les organes
de vigne.
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