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R&run&-Les parois des conidies de ce champ&non Deuteromyckte ont et6 isolQs mkaniquement, purifit+es 
puis analysees apres fractionnement. D’apres des criteres biochimiques, ces organites renferment des polyo- 
sides contenant une forte proportion de rhamnose, des hemicelluloses (vraisemblablement galactoglucoman- 
nanes), de la chitine, une partie cellulosique, ainsi que des proteines riches en proline; il n’a pas Bte detect& 
de polyuronides et de pentosanes. 

Abstract-The cell walls from these Deuteromycete fungal conidia were mechanically separated, cleaned, 
then divided into fractions and analysed. According to biochemical data, they include polysaccharides with 
a high level of rhamnose, hemicelluloses (probably galactoglucomannans), chitin, a cellulosic fraction and 
also proline rich proteins; polyuronides and pentosans have not been identified. 

1NTRODUCTION 

Nous precisons ci-apres la composition chimique des parois des conidies de Colletotrichum 
lagenarium. L’association de ce champignon Deuttromycete avec une Cucurbitaccte (Cucu- 
mis melo), nous sert actuellement de modMe pour ttudier les relations entre un parasite 
trophique et son hSte. 

Deux objectifs ont motive la realisation du present travail: une meilleure connaissance 
de l’agent pathogene dans la forme sous laquelle il gagne l’hote lors de la phase pre-infec- 
tieuse. Les rtsultats exposes s’ajoutent a ceux prectdemment publies par l’un de nous,’ sur 
les constituants protoplasmiques de la m&me cellule/et la mise au point dune mtthodologie 
appropriee en vue de rechercher le role tventuel de la paroi dans le mecanisme pathogenique. 
En effet, d’aprbs les travaux de Akai et Ishida,z*3 en microscopic Clectronique, cet organite 
pourrait participer activement a la differentiation des structures d’infection (tube germinatif 
et appressorium) qui suit la germination de la spore et precede la penetration dans les cellules 
hates. 

RESULTATS 

Isolement, Purification, Fractionnement des Parois 
Les parois ont Cte isoltes en milieu aqueux a +2”, selon le protocole decrit par Owens 

et al., 4 A partir de spores lyophilides, puis broytes (a set, broyeur a billes metalliques) et 
delipidees (a froid par l’ether de petrole et l’ether sulfurique). 

La preparation ainsi obtenue apparait fortement contaminee par des constituants 
cytoplasmiques puisqu’elle renferme notamment prbs de 40 pour cent de proteines. Aprbs avoir 

t M. T. ESQIJERRGTUGAY~, C.R. Acad. Sci., Paris, 269,1254 (1969). 
2 S. AKA~ et N. ISHWA, Mycopathol. Mycol. Appl. 34, 337 (1968). 
3 N. ISHIDA et S. AKAI, Mycypathol. Mycol. Appl. 35, 68 (1968). 
4 R. G. OWENS, H. M. NOVOTNY et M. MICHELS, Cont. Boyce Thompson Inst., 19, 355 (1958). 
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test6 divers traitements, nous avons effectuk une dkprotkinisation de ces parois ‘brutes’ par 
le solvant phknol-acide adtique-eau (pds,v/v),5 B O”, avec agitation magrktique, en prkence 
de billes de verre, durant 3 hr. On centrifuge ensuite (18.000 g, 30 min), on lave abondam- 
ment B l’kther sulfurique et on &he sous vide en pr&sence de chlorure de calcium. La quan- 
tit6 de protkines ainsi solubilisCes avoisine 20 pour cent. 

Le Tableau 1 rCsume les diverses Ctapes du fractionnement conduit alors sur cette prC- 
paration partiellement purifike. 

TABLEAU 1. CONDUITIZ DUFRACTIONNEMENTETIMPORTANCE RELATIVEDESFRACTIONS(EN mg POUR 100 mg 
DE PAROIS) 

PREPARATION DE PAROIS PURIFIEES 
I 

2 extractions de 24 hr chacune, g 90” 
par sol. d’ac. oxalique et d’oxalate d’NH4 B 0,5 % 

I 
Centrifugation 

I 

4 EXTRACTIONS PAR NaOH 2 4 y 
(15 ml - T. du labo. - 18 hr) k 10% (2 fois) 

i 
h 17,5x 

+ 
2 SURNAGEANTS (Sk) 

Pour chacun, prkcipitation des 
substances dissoutes par ethanol 
B 95” GL, B - IO”, 12 hr 

/ 

Centriiugation 
I 

Centrifugation 
I I 

+ 
2 CUL$TS 

+ 
sts. sts. 3 CULOTS Rl%IDU 

tlimin& s&h& &mines la+,: 1 la&s : 
peses 1 ethanol 60” GL, tthanol60” GL, 

1 
&her. 
s&h&, peses 

FRACTION i 
I 

ether. 
stchC, pesC. 

_, 
FRACTION It FRACTION III 

Ha: 18,9 
IIb: 8,6 33,6 
IIc: 6,l > 

39,7 

Composition des Fractions 

Centrikgation 

+ 1 
3 sts. 

Pour chacun, neutralisation par 
HCl et prkipitation des subs- 
tances dissoutes par ethanol 95” 

GL, B - lo’, 12 hr 

Pour chaque fraction, 1’Ctude de la partie glucidique a consist6 essentiellement en une 
analyse des oses neutres et des oses amints, car nous n’avons, en aucun cas, caractCrisC 
d’acides uroniques; nous avons do& en outre les prot6ines. 

Le Tableau 2 indique les resultats relatifs aux oses neutres aprts hydrolyse des fractions 

s E. W. THOMPSON et R. D. PRESTON, Nature 5077,684 (1967). 
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par l’acide sulfurique qui s’est avert!, lors d’essais preliminaires, conduire aux meilleurs 
rendements. Nous avons adjoint les don&es acquises apres une hydrolyse par l’acide tri- 
fluoroacetique, effectuee sur la preparation de parois purifiees, sans fractionnement prealable. 

TABLEAU ~.RENDEMENT~ ENOSESNEUTRES DANS DIE&ENTES CONDITIONS D'HYDROLYSE (mg ~ou~100 ma 
DE PAROIS) 

Fractions: hydrolyse sulfurique 

Oses I II Parois : 
III I: hyd. 

a b a b C TFA 

Rhamnose 
Ribose 
Mannose 
Arabinose 
Galactose 
Xylose 
Glucose 
Totaux 

393 194 095 O,l 
: 

593 7s 
092 092 094 099 
127 1: 097 032 + 2,4 6,O 794 

192 093 of7 ofi ots 
096 

96 3; 727 

191 099 1: 
410 

O,9 
0; 

11,4 16; 10,4 
795 396 133 14,4 3113 34,5 

TFA, ac. trifluoroacetique. f, QuantitC faible. Oses prksent6s dans l’ordre de leur elution. 
8, Rendement total en chaque ose. 

Afin de comparer les diverses fractions entre elles, leur composition, en pourcentages, 
est presentte dans le Tableau 3 ; celui ci permet encore de faire appartitre certaines relations 
entre leurs caracteres de solubilite et leur nature chimique. 

TASLRAU ~.COMPARAISONDESFRA~TIONS(EN %) 

Fractions 
I II III 

Compose - 
a b a b C 

Oses neutres 
RhRlllllOSe 18,0 17,l 299 ‘396 096 
Ribose 039 092 O,g 026 
Mannose 994 12,2 396 l-7 O,5 69’3 
Arabinose 091 093 O,l 
Galactose 635 337 399 191 7,g 195 
Xylose O,l 
Glucose 527 ll,o 10,o 10,5 0,s 28,8 
z 4035 44,4 21,4 14,2 10,4 36,3 

Ose amine 
Glucosamine 1,2 330 8,6 26,7 

Proteines 59.2 30,7 18,4 11,2 35,5 491 
Total des 

composes 
identifies 99,7 75,l 41,0 28,4 54,5 67,l 

8: Somme des oses neutres. 



824 M. T. E~QUERRBTUCAYB et A. TouzB 

DISCUSSION 

Dans les parois des conidies de Colletotrichum Iagenarium nous avons caract&-is& 8 
monomcres glucidiques: 1 ose amirk, la glucosamine; 3 pentoses, presents en quantitCs 
t&s faibles, arabinose, xylose et ribose; 3 hexoses, glucose, galactose et mannose; 1 dksoxyose, 
le rhamnose; l’abondance de ce composC, mkrite d’Ctre notCe car il n’a CtC que rarement 
signal6 dans les parois fongiques. 6 Pour la caracttrisation et l’estimation des oses neutres 
soulignons I’intCGt de l’hydrolyse par l’acide trifluoroacCtique prkoniske par Albersheim. 
En effet, nous constatons que cette mCthode, appliqute sur des parois entibes et sans 
fractionnement prkalable, lib&e des quantitts d’oses au moins tgales g celles obtenues 
aprks hydrolyse sulfurique des diverses fractions sauf en ce qui concerne le glucose; nous 
discuterons ulttrieurement ce fait. 

Les acides uroniques (ou des d&iv&s) n’ont pu &tre d&e& en utilisant diverses techniques 
couramment employtes dans ce but; il est vrai que ces composts n’ont Ct& que rarement 
mis en tvidence chez les champignons et toujours en faibles proportions.’ 

D’aprgs les caractkres de solubilitk des fractions et la nature des monomkes dCtect& 
par hydrolyse on peut avancer des hypothbes sur les types de polymkes glucidiques des 
parois de ces spores. 

Les constituants des fractions Ia et b prtsentent des analogies avec les substances pec- 
tiques :* solubilitt dans les solutions dilukes d’acides faibles (ac. oxalique-oxalate d’am- 
monium) et teneurs importantes en rhamnose et galactose. Cependant, on ne peut les classer 
dans ce groupe puisque celui-ci, d’aprks les rtgles de monenclature,9 doit renfermer des 
composks g forte proportion d’unitks acide galacturonique. Nous n’avons pas prCcisC si le 
ribose d&elk dans cette fraction entre dans la composition des polyosides, s’il provient 
d’acides ribonuclkiques des parois ou d’ARN cytoplasmiques contaminants. 

Les polyosides solubles dans les solutions de bases fortes (soude h 4, 10 et 17,5 pour cent) 
libtirent essentiellement, aprb hydrolyse sulfurique, du glucose, du mannose et du galactose; 
ces oses neutres sont obtenus en proportions relatives variables suivant les sous-fractions 
IIa, b et c. On peut supposer qu’il s’agit d’htmicelluloses et probablement de galactogluco- 
mannanes. En outre, de la glucosamine est aussi caractkriste dans les trois cas; il y a de 
fortes prksomptions pour qu’elle existe IB sous une forme distincte de la chitine. Par com- 
paraison avec ce qui a Ctt trouvC dans les parois de Levure de boulangerie,‘O il est possible 
que cet ose amink intervienne dans les liaisons entre polyosides et prottines; nous pro&dons 
actuellement g l’isolement de glycoprotkines B partir de ces parois conidiennes. 

Dans la fraction rtsiduelle III on trouve un ose amink, laglucosamine. On constate qu’elle 
reprksente 27 pour cent environ de cette fraction (en appliquant aux rCsultats du dosage la 
correction qui s’impose aprks cette hydrolyse drastique); elle provient vraisemblablement 
de la chitine (ou de chitosane) car ce polymtre, p&sent dans la majorit des champignons, 
est insoluble dans les melanges solvants utilisCs pour le fractionnement. I1 apparait ensuite 
que, parmi les oses neutres lib&G B partir de cette fraction III, le glucose (80 pour cent) 
prkdomine trts largement sur le mannose (1 G pour cent) et le galactose (4 pour cent). Nous 

6 J. M. ARONSON, in The Fungi (edited by G. C. AINSWORTH et A. S. SUSSMAN), Vol. 1, p. 67, Academic 
Press, New York (1965). 

’ J. M. GANCEDO, G. GANCEDO et. G. ASENSIO, Biochem. Z. 346, 328 (1966). 
8 D. H. NORTHCOTE, in International Review ofCytology(edited by G. H. BOURNE et J. F. DANIELLI),VOI. 14, 

p. 224, Academic Press, New York (1963). 
’ R. I. WHISTLER et C. L. SMART, in Polysacchnride Chemistry, p. 162, Academic Press, New York (1953). 

lo E. D. KORN et D. H. NORTHCOTE, Biochem. J. 75, 12 (1960). 
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avons deduit de ces result&s qu’il existait des glucanes et nous avons tent& de preciser 
leur nature d’aprbs differents criteres biochimiques 

Du point de vue de la solubilite, ces composes s’avtrent insolubles dans les solutions 
d’acides faibles et de bases fortes, solubles dans le reactif de Schweitzer et reprtcipitables 
par acidification. Ieur hydrolyse chimique, par l’acide sulfurique, lib&e une quantite de glu- 
cose (29 pour cent) plus &levee que celle (17 pour cent) par l’acide trifluoroacetique. Ceci laisse 
supposer la presence de liaisons osidiques l-4 qui ne sont que partiellement rompues dans 
les conditions d’hydrolyse trifluoroacetique emp1oytes.l’ 

Enfin, le traitement par une cellulase effectue simultanement sur la fraction III et sur 
de la cellulose temoin conduit a un produit qui, en chromatographie sur papier, se comporte 
comme du cellobiose; on decele en outre un peu de glucose, ce qui indique la presence de 
cellobiase dans la preparation de cellulase utiliste. 

L’ensemble des donnees que nous venons d’enumerer nous permet de penser que le 
glucose de la fraction III provient, pour une bonne part, de cellulose (@ 1,4 glucane) qui 
serait presente en m&me temps que la chitine. 11 s’agirait done la d’un cas particulier chez les 
Septomycetes qui, d’apres Bartnicki-Garcia,12 renferment plutot des fi 1,3 et fi 1,6 glucanes 
associes a la chitine. 

Enfin, nous avons dose des proteinesdans toutes les fractions (13,5 mg dans Ia, b-6,7 mg 
dans IIa b, c-l,6 mg dans III, en partant de 100 mg de parois). 11 est probable qu’elles 
n’appartiennent pas exclusivement aux parois et que toutes les proteines provenent du 
contenu cellulaire n’ont pas CtC solubilistes lors de la deproteinisation. L’hydrolyse chlor- 
hydrique13 de ces macromolecules lib&e les acides amines courants; l’hydroxyproline 
n’est pas dtcelable mais la proline est un des monomkes predominants. 

En conclusion, les divers polymeres analyses se repartissent de la facon suivante (en 
mg pour 100 mg de preparation de parois): polyosides solubles dans les sol. d’ac. faible, 
11,l; hemicelluloses, 6,9 ; chitine, 12,5 ; partie cellulosique, 14,4; prottines, 21,8. 

METHODES EXPERIMENTALES 
Obtention du Mat&iel Biologique 

Les modalites de culture du champignon et de recolte des conidies ont et& d&crites pr&5demment.14 

Etude des Oses Neutres 
L’hydrolyse des fractions de parois par l’acide sulfurique est conduite comme l’indiquent Horikoshi e- 

aZ.l5 Les hydrolysats sont neutralises par une solution saturee de Ba(OH), puis filtres. Les filtrats sont debart 
rasses des ions restants par passage sur colonnes de msines anionique et cationique, puis evapores a sec. 

L’hydrolyse des parois par l’acide trifluoroac&ique est effect&e dans les conditions preconides par Albers- 
heim I6 La portion soluble recueillie est &vapor& ii set sous vide (+30”), apres plusieurs lavages. 

Dans les deux cas, les residus sont repris par une solution d’acide borique 0,l M port&e a pH 8,0 (N 
NaOH); une partie aliquote de la solution est frxee sur une colonne de resine anionique (chromobeads, 
type S, forme BO:-). Le separation, l’identification et le dosage des dilferents oses sont realises avec un 
‘Auto-Analyzer Technicon’.” La Figure 1 presente deux reproductions d’Clutogrammes obtenus avec ce 
protocole, l’une montrant la separation des differents oses cam&rises dam les parois, I’autre faisant appa- 
raltre les produits de l’hydrolyse sulfurique de la fraction I. Dans les conditions retenues le fucose, methyl- 
pentose parfois present dans les parois n’est pas Clue. L’identification du rhamnose a BtC confirm% apres 
separation (chromatographie preparative sur papier whatman 1, dam le systeme solvant pyridine: 2-acetate 

I1 J. M. MCNAB, D. J. NEVINS et P. ALBERSHEIM, Phytopathol. 57, 625 (1967). 
I2 S. BARTNICKI-GARCIA, Phytopathol. 59, 1065 (1969). 
I3 P. BOULANGER et G. BISERTE, C.R. Ann. Biochim. Med. 11, 53 (1950). 
I4 M. T. TUGAY~ et A. TouzB, C.R. Acad. Sci., Paris, 264,2292 (1967). 
I5 K. HORIKOSHI et S. IIDA, Biochim. Biophys. Acta, 83, 197 (1964). 
I6 P. ALBERSHEIM, Carbohyd. Res. 5, 340, (1967). 
I7 P. AURIOL et A. TOUZI?, Physiol. Vkgetale 8, 263 (1970). 
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de transmission 

ETALONNAGE 

FIG. 1. IDENTIFICATION DES OSES DE LA FRACXION I. 

d’ethyle: 8-eau: 1; equilibration: 14 hr, migration: 30 hr; & = 4,32), puis Clution et reaction a l’acide thiogly- 
colique en milieu sulfurique.r8 

Analyse des Oses Amine% 
Les fractions sont soumises a une hydrolyse par HCl selon Jaworski et Wang;19 HCl est elimine, 

sous vide, en presence de NaOH en pastilles. Le degre de degradation des oses amines dans ces conditions 
(25 pour cent) est appr&% a partir de chitine temoin (Eastman org. them.) purifi&e. La mise en evidence de 
ces composes est faite par chromatographie sur papier apres oxydation, par la ninhydrine,“’ en pentoses 
correspondants *i et revelation par le reactif au chlorure de triphenyl tttrazolium.2z Leur dosage est realise 
par la methode a l’anhydride acetique.23 

Recherche des Acides Uroniques 
Plusieurs types d’hydrolyse ont 8tC appliques: HCOOH a 90 %, en tubes scelles a IOO”, 15 hr; HClO,45 N? 

en tubes scellCs a loo”, 12 hr et HN03 a 3 %, a loo”, 12 hr. Apres elimination des acides par evaporations 
rep&es (HCOOH, HCl) ou passage sur resine (HNOB) le materiel solubilise est chromatographid dans 
deux systemes solvants differents: pyridine, acetate d’ethyle, HZ0 (2,&l) 30 hr; et pyridine, acetate d’ethyle, 
acide adtique, H,O (5, 5, 1, 3) 48 hr. AgNOB en solution aqueuse saturt% est utilise pour la revelation. 

Dosage des Protdines 
Les fractions sont trait&es par NaOH 0,s N, a 100”, pendant 20 min. Les proteines solubilisQs sont do&es 

par la methode de Lowry et al. 24 La courbe de reference est Ctablie avec de l’albumine de serum de boeuf 
(NBC). 

I* M. GIBBONS, Analyst 80, 268, (1955). 
I9 E. G. JAWORSKI et L. C. WANG, PhytoputhoL 55, 401, (1965). 
2o S. GARDELL, F. HEIJKENSKJOLD et A. ROCH-NORLUND, Acta Chem. Scand. 4,970 (1950). 
*I P. J. STOFFYN et R. W. JEANLOZ, Arch. Biochem. Biophys. 52, 373 (1954). 
22 L. SZABADOS, G. VASS et L. MESTER, C. R. Acad. Sci., Paris, 266, 291 (1968). 
23 S. ROSEMAN et I. DAFFNER, Anal. Chem. 28, 1743 (1956). 
24 D. H. LOWRY, N. J. ROSEBROUGH, A. L. FARR et R. J. RANDALL, J. Biol. Chem. 193, 265 (1951). 



I.a paroi des c&dies de Colletotrichum lagenarium (Pass.) FAl. et Halst 827 

Enzymolyse de la Fraction III 
25 mg de fraction III (ou de cellulose tkmoin, Sigma),sont mis en suspension dans 2 ml de tampon citrate- 

phosphateZ5 de pH 5,4 contenant 0,2 mg de c&&se (NBC); une goutte de toluhne est ajout6e. Apr&s 4 et 8 hr 
& W, la r&action est a&t& en inactivant l’enzyme par la chaleur. Le r6sidu insoluble est Blimin6 par centri- 
fugation et les produits de l’hydrolyse analysCs en chromatographie sur papier (solvant:n-BuOH, acetone, 
eau, 4, 5, l-24 hr-r&elation au phtalate acide d’aniline) et en chromatographie sur colonne (Auto- 
Analyzer Technicon). 

Remerciements-Nous remercions Madame P. Sanchez pour son assistance technique comtitente. 

” G. GOMORI, in Methods in Enzymology (edited by S. P. COLOWICK et N. 0. KAPLAN), Vol. 1, p. 141, 
Academic Press, New York (1955). 


