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Etudes sur la moisissure verte des prunes d’Ente

L’Aspergillus Mangini

Ses exigences nutritives, ses conditions de développement

par

Mireille MOREAU,

Docteur és Sciences.

Le probiéme des pruneaux moisis est veaisemblablement conlemporain de la fabrica-

tion des premiéres prunes séchdes; mais tant que le traitement des fruits fut artisanal,
donc quantitativement limilé, les accidents dus aux Champignons fuvent assez mal maté-
rialisés et des tours de mains vaviés, acquis pav empivisme, sevvaient a camoufler les
imperfections de la méthode : un séchage plus poussé évite aux moisissures de se déve-
lopper... mais ce w'est pas sans comprometive les qualilds organoleptiques du fruit ; une

décoction de thé fort est trés favorable au maquillage des taches de Monilia |

La fabrication industrielle ne peut s'accommoder de fels arvtifices ; la clientéle sollicitée
en toutes saisons par tant de fruits variés veut trouver dans le prunean non plus un des-
sert médiocre ou un veméde de bonne femme, mais un fruil de haute qualité.

Quand, voici deux ans, il nous ful demandé d'examiney des pruneaux atleinis de moi-
sissures en cours de fabrication ow de conservation nous ne soupgonnions pas tout I'intévét
que pourvait présenter cette dtude en appavence si limilde.

Les moisissures des pruneaux.

Notre but fut d’abord d’établir la flore des pruneaux

en cours de fabrication. Le producteur attribuait alors
un trés grand role au Monilia qui sévissait sur ses
pruniers (photo 1).

Tous les essais d'isolement, d'infection par contact
que nous avons faits au cours des deux campagnes
furent négatifs. Les prunes atteintes de Monilia et qui
n'ont pas été éliminées avant leur passage dans le
tunnel de séchage garderont visibles les stromas du
parasite parce que leurs houppettes blanches tranchent
sur le fond noir, mais le Champignon est tué. A sa
sortie du tunnel de séchage, le pruneau est stérile,
tout développement fongique ultérieur est dit a une

infection a posteriori, Ce point acquis, comme les
moisissures sont souvent réparties par nids, il impor-
tait de savoir si ces pruneaux issus de prunes malades
n'étaient pas les premiers a propager la maladie :
I'expérience a prouvé qu'il n’en était rien et qu'il est
méme plus difficile de faire attaquer par la moisissure
verte un pruneau monilié qu'un pruneau sain.

Dans des cas d’humidité ambiante trés élevée, sur
des pruneaux trés humides, nous avons assisté au
développement du Rhizopus nigricans (photo 2), de
' Aspergillus niger, du Penicillivm crustacewm, moisis-
sures trés banales des denrées alimentaires.

11 nous est arrivé d’observer aussi des pruneaux en
fermentation et présentant des développements de
levures. Mais ces différents types sont accidentels et
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relévent de conditions de séchage ou de conservation
anormales. Une seule et méme moisissure doit étre
incriminée dans les accidents de fabrication de pru-
neaux : c’est un Aspergillus ; mais si 1'étude floristique
est réduite, le probléme phytopathologique n’est pas
pour autant privé de son intérét tant est complexe
I'identification précise de ce Champignon, tant est
remarquable son adaptation au support.

Essais de localisation de I'infection.

Les examens de nombreux lots prélevés aux divers
stades de préparation prouvent que la prune semble
une proie facile pour I'Aspergilius dés l'entreposage
qui suit sa sortie du tunnel de séchage. Si les conditions
sont favorables deés la spore contaminatrice, un gros
mycélium lache, blanc, fragile, s’irradie, émettant de
véritables stolons, il adhére alors peu au support ; sa
croissance essentiellement aérienne lui permet d'occu-
per rapidement ainsi plusieurs pruneaux. A son départ,
chaque stolen différencie plusieurs filaments qui s’irra-
dient a leur tour si bien que le feutrage mycélien
s’épaissit, alors qu’au centre de la colonie les premiéres
tétes conidiennes apparaissent.

Si des opérations de calibrage et d'ébouillantage
interviennent, le mycélium, trés évanescent, résistera
mal & ces traumatismes, mais de par la topographie
méme du pruneau, des tétes conidiennes sont formées
au fond des plis.

Des examens faits au microscope stéréoscopique ont
prouvé que si I'eau n’est pas maintenue effectivement
bouillante pendant plusieurs minutes aprés 'introduc-
tion des pruneaux, ces tétes conidiennes bien proté-
gées n’ont pas le temps d'étre détruites par la chaleur ;
elles deviennent les points d'infection nouveaux et
multiples des pruneaux préts & I’emballage, d’autant
que leur position leur assure un degré hygrométrique
plus éleve dans une atmosphére confinée.

Le nouveau mycélium émis par tout un amas de
spores s'épaissit et tandis qu'il réunit de proche en
proche les pruneaux en « nids » il différencie, sur les
fruits du centre, de trés nombreuses tétes conidiennes
d'un beau vert olive. Avec 1'dge, les tétes conidiennes
deviennent vert gristre alors que des filaments jaunes
virant & l'orange et au rouge brique s'insérent entre
elles, entourant de multiples petits périthéces dans les
mémes coloris. Ce stade final n'est pas exceptionnel
quand des pruneaux contaminés ont été enfermés
dans les boftes métalliques en attendant la vente. On
juge facilement de la déconvenue du consommateur &
la vue de pruneaux si richement colorés !

Fruits — Vol. 14, n° 8, 1959

Cette premiere série d'observations montre que des
accidents sont possibles durant toute l'existence du
pruneau ; des mesures de désinfection des locaux :
murs, bois, atmosphére, apparaissent recomman-
dables ; seules, elles réduiront les points de contami-
nation mais ne supprimeront pas la contagion. Celle-ci
pourrait étre résolue par un traitement fongicide direct
du fruit : les possibilités sont excessivement limitées et
les essais faits soit avec des concentrations variées
d’oxyde d’éthyléne, soit par immersion des fruits dans
I'acide sorbique furent décevants. Ce sont les suscep-
tibilités du parasite, les conditions de réceptivité de
I'héte, qu'il faut essayer de préciser.

Mise en culture du parasite. Son identification.

Nos premiers essais de mise en culture furent des
échecs : sur le milieu de Czapek bien adapté aux Asper-
gillus en général, la Maltea 4 1 et 2 %, l'avoine, la
pomme de terre maltosée, les semis conidiens, ceux de
périthéces, enfin des semis d’asques isolés sous le
microscope restaient sans germer.

L’étude microscopique des périthéces produits sur
pruneaux avec leurs ascospores lenticulaires typiques
munies de deux anneaux équatoriaux (fig. 1,/) fait
placer cet Aspergillus dans le groupe glancus. THOM et
RAPER (1945) dans leur monographie du genre Asper-
gillus recommandent pour les espéces de ce groupe
un Czapek non 4 3 mais a4 20 9, de saccharose, car
elles « se développent sur des produits caractérisés
par une haute pression osmotique », « I'habitat clas-
sique étant les échantillons d’herbier insuffisamment
secs .

Sur milieu de Czapek gélosé 4 20 9, le Champignon
des pruneaux se développe, mais si les périthéces se
forment en abondance, de nombreux asques sont abor-
tifs ; quant aux tétes conidiennes, elles sont rares et
aberrantes. L’étude microscopique et les caractéres
culturaux permettent de préciser qu'il s’agit de I’ A sper-
gillus Mangini (Mangin) Thom et Raper (= Eurotium
herbariorum var. minor Mangin).

Malgré la grande différence que présentent entre
elles les cultures pures et les colonies sauvages de
V' Aspergilius Mangini, dés fragments de cultures fruc-
tifiées infectent des pruneaux sains placés a4 279, en
boite de Pétri en présence, mais 4 distance, d'un tam-
pon d’ouate saturé d'eau ; les colonies essentiellement
conidiennes revétent en quelques jours l'aspect de
celles issues d’infections naturelles. La réalisation de
cultures pures s’avére donc un excellent moyen d'expé-
rimentation.
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Les exigences en glucides de I"Aspergillus Mangini.

L' Aspergillus glaucus est connu depuis trés long-
temps et les études physiologiques dont il fut I'objet
sont nombreuses. KLEBs (1896), dans un remarquable
travail, montre le role que peuvent jouer sur ce Cham-
pignon le milieu et la température. Il établit déja que
des milieux riches en glucides sont indispensables tant
a la germination des conidies qu'a la croissance des
cultures et que, selon la nature du milieu et la tempé-
rature, les aspects culturaux sont trés différents. Sur
des milieux contenant 8o 9, de sucre de canne ou
8o %, de dextrine, la croissance est rapide mais il ne
semble pas avoir dépassé cette concentration.

D'autre part, il observe que sur les substrats secs
(pain, pomme de terre, gélatine) la température opti-
male est 280 alors qu’elle n’est que de 13 & 15° pour
des milieux plus humides ; il en arrive & considérer que
les concentrations élevées équivalent 4 des milieux

Proro 1. — Attaque de Monilia sur prunes.
(Cliché Claude Moreau,)

— 317

secs et que la croissance a un lien avec la pression
osmotique.

MANGIN (1908-190g) réunissait une importante col-
lection de souches d'Aspergillus glaucus (d’origines
diverses, dont une isolée de pruneaux) et, tant par
I'étude précise des fructifications parfaites que par la
culture sur milieux nutritifs variés, établissait que
I'Aspergillus glawcus était en fait un groupe d’espéces
ayant des affinités mais dont les exigences nutritives et
thermiques étaient différentes.

TroM et RAPER (1945), établissant les bases d'une
systématique du genre Aspergillus, sanctionnaient les
conclusions de MANGIN en les complétant.

On peut des lors regretter que des publications
récentes, telles celles de HEINTZELER (1939), de STILLE
(1942 et 1948), de SCURTI (1948), de VON SCHELHORN
(1950) étudient le role de I'humidité relative, de la
température, de la composition du milieu nutritif, du
$H sur la germination et la croissance d’Aspergillius du
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groupe glaucus sans détermination précise de I'espéce.
Feignant ainsi d’ignorer qu’il y a, dans le groupe, plus
de vingt espéces, présentant entre elles des diversités
de comportement, les auteurs ont fourni des résultats
trés différents alors que chacun les a voulus d'une pré-
cision rigoureuse !

Nous avons cherché a préciser quelles pouvaient étre,
en milieu synthétique, celui de Czapek, liquide, les
doses toxiques de sucres.

Lors d'une premiére série d’essais les concentrations
suivantes furent utilisées : 200, 300, 400, 500, 750 et
1000 g de sucre de betterave (nous réserverons le
nom de saccharose au produit pur) ou de glucose
Massé par litre de solution-mére. (La derniére des
concentrations étant supérieure & celle utilisée par
K1EBS en 18g6). Aprés ensemencement et incubation
deux semaines a 279, l'examen des cultures montre
que :

a) toutes les concentrations permettent la croissance,

b) les caractéres culturaux varient beaucoup avec
la concentration,

¢) 400 g de sucre sont au moins nécessaires a une
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Proro 2. — Développement de Rbizopus
sur pruneaux apparemment sains mais dis-
posés en boite de Pétri & 25° en présence
d'un tampon de coton hydrophile humide.

(Cliché Renée Haceard.)

rapide fructification parfaite et 750 g pour qu’appa-
raissent les premiéres tétes conidiennes normales.

Une nouvelle série d’essais avec respectivement :
I 000, I 500, 2 000, 2 500 et 3 500 g de sucre de bette-
rave ou de glucose Massé par litre de solution de
Czapek, ont donné lieu aux remarques suivantes aprés
deux semaines de culture :

a) A la méme concentration, les aspects culturaux
sur les deux sucres sont différents. De fréles efflores-
cences mycéliennes sont encore visibles a la concentra-
tion de 3 ooo g par litre de sucre de betterave ; a celle
de 2 500 g, aucune germination ne peut étre observée
au microscope sur glucose Massé. Etant donné I'im-
portance que peuvent jouer a de telles concentrations
des impuretés éventuellement toxiques, il s'avérait
indispensable de faire de nouvelles cultures sur sucres
purs.

b) Les concentrations ¢levées permettent 1'épa-
nouissement de la forme conidienne et la régression de
la forme périthéciale chez les deux sucres.

Ainsi, les concentrations relativement faibles as-
surent-elles la production des périthéces, les plus éle-
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Proro 3. — Infection spontanée d'Aspergil-
lus Mangini sur des pruneaux présumeés sains
disposés en boite de Pétri 4 27° en présence
d'an tampon de coton hydrophile humide.

(Cliehé Renée Haccard.)

vées, celles des conidies exclusivement. Cette exigence
nutritive trés différente pour les deux types de fructi-
fications méritait une confirmation.

L’alimentation glucidique de I’4spergillus Mangini
en fonction de la température.

Les expériences précédentes, essayant de définir les
limites de croissance de I'Aspergillus Mangini sur des
sucres, furent effectuées a 270,

Dans un grand essai comparatif, utilisant du glucose
et du saccharose purs, nous avons fait varier non seule-
ment la concentration mais aussi la température.

Nous citerons succinctement nos conditions d’ex-
périence,

La solution-mére de Czapek fut ajustée a pH 35,5,
avant 1'adjonction des sucres ; ¢’est & un méme volume
de cette solution-mére que furent ajoutées les quantités
de sucre assurant les concentrations suivantes : 100,
200 et par 200 g jusqu'a 3 200 g par litre de Czapek ;
le volume de liquide contenu dans les tubes est donc
variable.

— 919

Pour faciliter T'installation des semis, la solution
contaminatrice fut préparée en mélangeant les sus-
pensions issues de :

une culture 4 la concentration favorisant la forma-
tion des périthéces,

une culture 4 la concentration favorisant les deux
types de fructification,

une culture a la concentration favorisant la forma-
tion des tétes conidiennes,

Les groupes de tubes de saccharose et glucose de
chaque concentration furent répartis dans les condi-
tions suivantes :

33°
270 étuves trés humides, lumiére du jour,
180

9 a 11° humidité faible, lumiére du jour,

5 a 6° armoire frigorifique a 1'obscurité.

Afin de ralentir les échanges de températures dans
les deux derniéres enceintes, les seaux de verre conte-
nant les tubes furent remplis d’eau.
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a) En quelques jours la plupart des cultures placées
a 18 et a 27° poussaient suivies par celles 4 33° alors
que un mois fut nécessaire au démarrage des premiers
tubes cultivés a ¢-11° et cing semaines pour que
quelques subtiles efflorescences soient discernables
entre 5 et 6o,

b) Nous ne pouvons pas donner la fastidieuse des-
cription des caractéres culturaux ni les résultats des
multiples examens microscopiques qui se sont étalés
sur prés de deux mois d'observations. Disons seule-
ment que la variation des caracteres morphologiques
des tétes conidiennes et des productions de pigments
sont comparables 4 celles décrites par MANGIN (1908)
et VUuILLEMIN (1920) (fig. T). .

¢) A 279, les résultats obtenus avec le saccharose pur
sont comparables a ceux obtenus avec le sucre de
betterave, la croissance est possible sur toutes les
concentrations et les observations ne sont limitées que
par la cristallisation spontanée des solutions; mais
avec le glucose pur la limite supérieure de croissance
atteint 1 400 g au bout de deux semaines alors qu’elle
est supérieure a 2 000 g dans le méme temps avec le
glucose Massé, Ainsi se trouve éliminée I'opinion que
le barrage du glucose Massé était dit & des impuretés ;
son analyse révéle de 65 a 75 9, de glucose pur, des
dextrines et de 18 & 25 9, d’eau selon les fabrications ;
c’est donc en fait un glucose « dilué ». La limite supé-
rieure de croissance apparait liée directement au
glucose.

Dans les deux sucres il y a décalage entre la concen-
tration assurant la meilleure production de périthéces
et celle de tétes conidiennes (graph. 1) et, si I'examen
microscopique révele la présence de quelques tétes
conidiennes aux concentrations les plus faibles, elles
sont trés aberrantes, petites, incolores ou imprégnées
des pigments périthéciaux en pinceaux pénicilliens,
les phialides proliférant souvent (fig. T ¢). Les concen-
trations élevées sont incompatibles avec la présence
méme d’ébauches périthéciales.

Malgré plusieurs tentatives, nous n’avons pu compa-
rer numériquement la production des périthéces et
celle des tétes conidiennes; voici I'échelle que nous
avons constituée :

quelques formations ascogoniales
quelques tétes conidiennes trés anormales
ébauches périthéciales stériles

trés rares

———

rares . ... = =
tétes conidiennes toutes anormales
3 | des périthéces adultes
resents , - & A
P | des tétes conidiennes normales
o e périthéces adultes nombreux
{

tétes conidiennes normales nombreuses
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trés abon- (| production maximale de fructifications
dants | normales

d) Le développement mycélien est meilleur sur sac-
charose que sur glucose, mais dans les conditions de
I'expérience il ne nous était pas possible de faire des
mesures pondérales.

Nous avons dressé les courbes de croissance mycé-
lienne pour chaque concentration en fonction de la
température (graph. 2).

Les croissances sont ainsi définies :
subtile : quelques filaments mycéliens sur le verre ou

flottant dans la solution ;
légére : voile mycélien superficiel ;
moyenne : culture superficielle s'épaississant ;
vigoureuse : stroma superficiel épalis ;
trés vigoureuse : stroma épais (correspond en général

a la zone de meilleure croissance périthéciale).

Toutes les courbes ont été dressées sans tenir compte
du temps de croissance propre a chaque condition et
qui s'étale sur prés de deux mois.

Ces deux familles de courbes montrent un déplace-
ment trés net des croissances maximales en fonction de
la température et de la concentration, les températures
comprises entre 18 et 27° étant dans tous les cas les
températures optimales de croissance.

¢) Dans les graphiques 3 et 4 nous avons essay¢ de
synthétiser toutes nos observations sur les types de
fructifications présentés par ' Aspergillus Mangini aux
différentes températures. L'examen de ces graphiques
montre que, dans les délais de 'expérience, nombreuses
sont les concentrations incompatibles avec une croissance
normale.

La forme conidienne normale se développe avec des
limites extrémes variables en fonction de la tempé-
rature,

La forme périthéciale a des exigences thermiques
plus strictes correspondant aux températures de crois-
sance optimale.

Le barrage du glucose. Caleul des pressions osmo-
tiques.

La différence de comportement de I'Aspergillus
Mangini sur solutions de glucose et saccharose nous
a fait penser au role possible joué par la pression osmo-
tique. A des concentrations aussi élevées la loi de
Van't Hoff n’est plus applicable mais Morsg et ses
collaborateurs (1), étudiant la pression osmotique de

(1) Qu'il nous soit ici permis de remercier notre ami M. Ploquin,
professeur agrégé a la Faculté de Pharmacie de Nantes, qui nous a
fourni ces documents bibliographiques indispensables,
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solutions trés concentrées de glucose et de saccharose,
pensent pouvoir admettre que « le corps dissous
exerce une pression osmotique égale a4 la pression
exercée 4 la méme température par la quantité molé-
culairement équivalente d'un gaz dont le volume
serait réduit au volume du solvant 4 I'état pur », Dans
la formule qu'ils proposent :

P’ = (22,265 + 0,0817 6) v, X 10%,

Ya = nombre de molécules grammes du corps dissous
introduits dans 1 g d’eau,

0 = température en degrés centigrades,

p"" = pression osmotique a la température 0 expri-

mée en atmospheéres.

Gréce a cette formule nous avons calculé les pres-
sions osmotiques des solutions permettant les crois-
sances limites de 1'Aspergillus Mangini aux diverses
températures : pour le glucose (G) et le saccharose (S)
les concentrations relatives étant indiquées en indices.

Pressions osmotiques
autorisant les limites extrémes de croissance.

50 : Gzoo a Gboo 25 a4 75 atm.
S400 & S1z00 26 4 79 -
10° : G<r100 & Groo0 < Iz a 129 —

Stoo a S 1800 7 aI1zr —

182 : G<<r00 & GIiboo < 13 4 209 —
S<I00 a4 S>3c00 < 7 & > 206 —(Y)

279 : G<C1o0 A G18oo 13,5 4 242 —
' S<100 4 S$>3000 < 734 > 206 — (Y

332 : Gzoo a Gr4o0 27,5 a 192,5 —

Szo0 a S2600 14,5 a4 188,5 —

Aux erreurs d'évaluation pres, il est intéressant de
constater que pour une méme tempeérature, les pres-
sions osmotiques des solutions autorisant les crois-
sances limites sont semblables. Quand la température
correspond & 'optimum thermique, les pressions sup-
portées ont la plus grande marge de variation alors
que, aux températures basses, la limite est faible !

On pressent tout l'intérét que ces observations
peuvent avoir quant a la conservation des pruneaux ;
un pruneau est essentiellement un support a pression
osmotique élevée ; celle-ci variant d’ailleurs en raison
inverse de la teneur en eau des fruits. Si donc notre
observation est applicable aux pruneaux, I’Aspergillus
Mangini, capable de détruire des fruits commerciaux

(1) La recristallisation ne permet pas d’évaluer plus haut mais la
présence d’'ébauches périthéciales 4 2 6oo permet de croire que la
crois sance peut dépasser 3 ooo g de saccharose par litre
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a température ordinaire, sera dans I'impossibilité de
se développer dés que les fruits seront entreposés a
des températures plus basses.

Nous avons calculé par ailleurs les limites de crois-
sance et celles de relative abondance des tétes coni-
diennes normales ; les données sont différentes alors
entre le glucose et le saccharose mais il n'y a rien la
d’extraordinaire puisque ce dernier sucre doit étre
hydrolysé et que ce sont des systémes enzymatiques
trés différents qui interviennent.

Deux familles de courbes ont été dressées qui défi-
nissent l'aire de croissance de I'Aspergillus Mangini
en fonction de la température et des concentrations
exprimées en atmosphéres ; la régularité de ces courbes
rend possible des extrapolations (graph. 5 et 6).

Réle du froid et de la chaleur sur le comportement
ultérieur de 1’Aspergillus Mangini en culture.

Aprés avoir jugé du rdle de la température sur la
croissance de 1" dspergillus Mangini, nous avons décidé
de maintenir deux semaines tous les tubes & la tempé-
rature du laboratoire (20° environ).

Des observations faites & nouveau sur chacun d’entre
eux permettent de préciser les faits suivants :

1) Les séries cultivées primitivement & 18 et 270
avaient pour la plupart achevé leur croissance sauf
celles 4 100 g de glucose, 100 et 200 g de saccharose
trés en retard et qui continuent a évoluer lentement.

2) A 339, les semis a faible concentration n’'avaient
pas germé ou avaient faiblement démarré : ils germent
et se développent en prenant les caractéres culturaux
d'une culture 4 20° sur la méme solution. La chaleur
a donc différé la germination aux faibles concentra-
tions. Les cultures qui avaient trés mal poussé et les
tubes restés stériles aux concentrations trés élevées
n’ont pas modifié leur état; la chaleur a définitive-
ment empéché la croissance.

3) A 5 et 109, seules germent et se développent, en
prenant les caractéres culturaux propres 4 leur nou-
velle température, les cultures faites sur des concen-
trations de saccharose inférieures & 1 800 g, de glucose
inférieures & 1 200 g & 10° et T 000 g A 5°.

Ainsi, les températures basses et élevées somi-elles
pour les faibles concentrations un barrage momentané a
la germination ow la croissance ; dés que les conditions
optimales sont réalisées, la germination et la croissance
deviennent normales.

Aux concentrations élevées, les mauvaises croissances,
les absences de germination sont irréversibles, la souche

w'a pu s'adapter, elle a végété ou les spores sont tuées.
2
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Grapuique 1. — Production des périthéces (en traits pleins) et des

tétes conidiennes (en tirets) de I'dspergillus Mangini en fonction de la

concentration du milieu de culture en glucides (saccharose pour.le

graphique d'en haut; glucose pour le graphique d’en bas), Cultures

maintenues & 27°. (Pour I'échelle des ordonnées, voir explication dans
le texte.)

Graruique 2. — Croissance mycélienne de " Aspergillus Mangini pour

chaque concentration du milieu en glucides (saccharose en haut, glu-

cose en bas) en fonction de la température. (Pour 'échelle des ordon-
nées, voir explication dans le texte.)
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Cette irréversibilité du phénomeéne est intéressante
puisque un séjour prolongé a 5° sur des concentra-
tions de 1 000 g et plus de glucose est incompatible
avec la survie des spores.

Evaluation de la richesse en sucres des pruneaux.

Plusieurs échantillons de pruneaux ont été analysés
afin de connaitre la quantité de sucres et leur nature
en fonction du stade de fabrication. Il ne nous appar-
tient pas de donner le détail de toutes ces analyses ()
mais nous citerons toutefois un exemple : celui d'un
lot de pruneaux sains, n’ayant subi ni ébouillantage ni
étuvage.

100 g de pulpe de ces pruneaux contiennent 57,8 %
de matiéres séches — dont 39,44 9 de sucres réduc-
teurs (22,48 9%, de glucose ; 16,06 %, de fructose) et
3,43 % de saccharose.

Autres sucres : néant ; glucides totaux - 74,14 %
du poids sec.

Ainsi la pulpe de ces pruneaux pour 42 g d'ean
contient 39,5 g de sucres en Cg, 3,5 g de sucres en C,,.
Un calcul rapide nous montre que, pour 1 ooo g d’eau,
ceci équivaut & g40 g de sucres réducteurs et 83 g de
saccharose. Comme le saccharose a une pression osmo-
tique & peu prés égale 4 la moitié de celle du glucose,
ceci revient a assimiler la pulpe des pruneaux a un
milieu de culture qui contiendrait sensiblement
1 000 g de glucose par litre de solution.

Nous reportant aux graphiques 4 et 6 nous consta-
tons qu’a l'optimum de température, cette concentra-
tion en culture artificielle est a la limite de la forma-
tion des périthéces mais a l'optimum de celle des
tétes conidiennes ; si par contre nous amenions ces
pruneaux a 10° la croissance du parasite serait &
peine possible et & 59 impossible. Or l'analyse de ce
méme lot de pruneaux effectuée par un laboratoire de
chimie industrielle leur reconnait 24 9% d'humidité
relative, ce sont des pruneaux trop secs pour la con-
sommation.

On peut prévoir dés lors que les pruneaux commer-
ciaux ayant quelques degrés d’humidité en plus se
maintiendront eux aussi dans la zone dangereuse, s'ils
sont conservés a température normale,

Le pourcentage d’humidité des pruneaux.

Les résultats obtenus par un laboratoire d’analyse
montrent la grande variabilité du taux d’humidité des

(1) Nous remercions M!e Cholet, professeur 24 la Faculté libre
des Sciences de Lille, qui nous a communiqué ces résultats et avec
laquelle nous collaborons pour faire I’étude de la dégradation des
sucres par I'Aspergillus Mangini.
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pruneaux tant au cours de la fabrication qu'au cours
de la conservation.

A la sortie du tunnel de séchage, selon les lots, I'hu-
midité relative variait cette année de 24 & 29 9 ;
durant les trois premiéres semaines, I'entreposage dans
un hangar leur faisait perdre de 2 a 4 9% d’humidité
récupérés lors de la derniére semaine (ceci montre
I'extréme hygroscopie de ces fruits, trés sensibles aux
variations atmosphériques), 1'ébouillantage les améne
a leur pourcentage commercial : entre 31 et 34 9%. Ce
n’est d'ailleurs qu'une confirmation de ce que R. Ur-
RICH et Mme |, LAFOND (1948) ont étudié avec pré-
cision, Ils ont établi que « la captation (ou la perte)
d’eau est beaucoup plus rapide a 30° qu’a 20° et surtout
qu'a 10° Le coefficient de température est voisin de
3 entre 10 et 30° »

D’aprées leurs travaux : & 10°, une humidité atmo-
sphérique relative de 57 9% laisse en équilibre des
pruneaux a 34 % d’humidité relative (humidité opti-
male vis-a-vis des qualités organoleptiques) alors qu'a
30°, une humidité atmosphérique relative de 52 9, est
en équilibre avec des pruneaux a 26 9, (pruneaux secs).

Etude expérimentale de I'infection des pruneaux et
du processus de contagion.

L'Aspergillus Mangini se développant bien 4 270,
c'est a cette température que nous avons fait les pre-
miers essais.
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1) Infection par semis de spores.

Des pruneaux d'un méme lot sont placés par 3 ou 4
dans des boites de Pétri. A l'aide d'une aiguille a
ensemencer, plusieurs amas de périthéces adultes sont
déposés a leur surface. Certaines boites sont ainsi
rangées dans 'étuve, d'autres recoivent avant I'incu-
bation un tampon de coton hydrophile imbibé d’eau,
a distance variable des pruneaux.

L’expérience montre que :

a) selon I'état hygrométrique des pruneaux et celui
de I'étuve, I'infection se produit ou non dans les boites
de Pétri sans coton hydrophile ;

b) quels que soient I'état hygrométrique des pru-
neaux et celui de I'étuve, en présence de coton hydro-
phile humide, I'infection se produit toujours rapide-
ment 4 condition que les pruneaux ne soient ni au
contact direct du tampon (ils sont alors trop humides
et ce sont des moisissures banales qui se développent)
ni a trés grande distance (ils restent alors trés secs).

Le gradient d’humidité sur le pruneau est tel que
c’est toujours le semis situé sur la partie la plus proche
du coton qui démarre le premier ; le départ de l'infec-
tion étant indépendant en tous les cas de I'orientation
du pruneau vis-i-vis de la source humide (extrémité
pédonculaire ou distale, point latéral quelconque).
L'infection est d'autant plus rapide que les pruneaux
proviennent d'un lot plus humide,

GrapHIQUE 3. — Type de fructifications de P'dspergillus Mangim: en fonction deJa concentration du milieu en saccharose et de la température.

¢ = tétes conidiennes

p = périthéces.

en pointillés : 1étes conidiennes aberrantes, ébauches périthéciales. (Lorsque les concentrations autorisant la croissance sont inférieures & 100 g
par litre ou qu'elles sortent des limites du graphique I'arrét des courbes est laissé imprécis).

en traits pleins : conidies normales, périthéces adultes.

en noir : zone de plus grande fructification pour la température donnée.

GrarHIQUE 4. — Types de fructifications de I"Aspergillus Mangini en fonction de la concentration du milieu en glucose et de la température.
(Mémes signes conventionnels que dans le graphique 3.)

3 F= T Tows
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Nous voulions savoir si un apport local d'eau pou-
vait favoriser la germination. Des gouttelettes furent
déposées au niveau de chacun des points d'infection
de pruneaux placés en incubation sans tampon
d’ouate ; au bout de 4 jours aucune colonie ne s'est
installée alors que l'eau est disparue ; cet apport s'est
révélé insuffisant pour modifier I'état de réceptivité
du pruneau.
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de colonies jeunes) : I'infection n'est possible que gréce
a l'apport d’humidité supplémentaire du tampon
d’ouate (nous sommes ramenés aux conditions néces-
saires a la germination des spores) ;

b) le contact est établi au niveau du feutrage blanc
épais, dans sa « phase linéaire de croissance » : la conta-
mination est trés rapide et sans apport d’humidité
extérieure.
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Graraique 5. — Aire de croissance de 1"dspergillns Mangini en fone- GrarHIQUE 6, — Aire de croissance de I'Aspergillns Mangini en fonc-

tion de la température et de la pression osmotique de la solution de
saccharose exprimée en atmosphéres ;
en tirets : limite extréme de croissance mycélienne ;
en croix : limite extréme de formation de tétes conidiennes normales
en traits pleins : limite de relative abondance des 1étes conidiennes ;
en pointillés : tracé supposé de la courbe en fonction des points
connus :
La concentration de 1000 g correspond 4 : 3% :
67 atm, ; 18° : 68 atm, ; 27°: Fratm.; 33°: 72 aun,

G5 atm. ; 10° :

Atnsi, Uinfection par semis de spores me se véalise-
t-elle sur pruneaw, quel que soit son stade de fabrication,
que s'il alteint la consistance requise pour que la germai-
nation se produise.

2) Infection par mycélium,

Nous avons essayé de préciser les conditions de for-
mation des « nids » de fruits moisis.

En effet, on congoit bien que, 1'4spergillus Mangini
étant endémique, dans les locaux de fabrication des
spores tombent sur quelques pruneaux et, comme les
lots ne sont pas homogenes, les pruneaux les plus
humides s'infectent mais comment expliquer alors
une rapide évolution de la maladie ?

Dans des boites de Pétri, nous avons placé des pru-
neaux commerciaux sains au contact de pruneaux
moisis, en étuve a 279, 8o 9, d’humidité relative.
L’expérience montre que 1'état d’évolution de la colo-
nie contaminatrice est trés important :

a) le contact est établi au niveau des tétes coni-
diennes (pruneaux moisis depuis longtemps ou centre

tion de la température et de la pression osmotique de la solution de

glucose. (Mémes signes conventionnels que dans le graphique 5.) La

coucentration de T ooo g correspond & @ 5% 124 atm, ; 10° : 127 atm. 3
8% 130 atm. ; 27°: 134 atm. ; 33°: 137 atm.

Pensant que I'humidité relative de 8o Y, était trop
élevée, nous avons fait des essais & 249 et 30 Y, d'hu-
midité relative ; malgré cet air sec, en 4 jours le mycé-
lium s'était installé sur les pruneaux sains.

St donc Uinstallation d'une colonie dés la spove pré-
sente quelques exigences, un stmple contact assure le
passage du mycélivm non fructifié sur pruneaux com-
merciaux. Vis-d-vis d'un lol donné, un prunean peut
élve ou non contaminatenr selon U'élat de viguewr de sa
colonie propre.

Afin de préciser les limites de contagion, nous étant
constitué une collection de pruneaux aux humidités
relatives s’échelonnant de 20 4 33 9%, nous avons dispo-
sé plusieurs pruneaux de chaque lot en boites de Pétri.

Le premier groupe de boites fut placé en étuve a
279, 8o 9, d’humidité relative, les pruneaux étant en
contact avec un pruneau dont ' Aspergillus est adulte ;
aprés une semaine les échantillons dont I'humidité
relative est inférieure a 29 9, présentent des contami-
nations trés localisées et c’est I'échantillon a 33 % qui
montre seul une belle infection.

Le second groupe de boites fut placé & 27° mais 38 %,
d’humidité relative ; les pruneaux contaminateurs
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PHoTo. 4. — Tétes conidiennes
de I"dspergillus Mangini vues au microscope,
(Cliché Claude Morean.)

Fra. 1. — dspergillus Mangini (Mangin)
Thom et Raper.

a) téte conidienne normale (sur milieu de Czapek
a 1200 g de glucose parlitre et a 33°); b) réduc-
tion du nombre des phialides (sur milien 4 2600 g
de saccharose et 4 33°);¢) téte conidienne non
renflée 4 2 phialides (sur milien 4 2000 g de saccha-
rose et a 27%) ; d) filament mycélien terminé par
une seule phialide portant des conidies de tailles
variées (sur milieu & 8oo g de glucose et a 33°);
¢) prolifération anarchique de phialides (sur milieu
4 400 g de glucose et & 33°) ; f) téte conidienne
a phialides trés renflées, pauvres en spores, typique
de I’évolution sur un milien concentré (sur milieu
4 1200 g de glucose et 4 18°); g) phialide isolée
portée directement sur le mycélium (sur milien 4
200 g de saccharose et & 25°) ; b) formations coni-
diennes aberrantes sur milieu pauvre en sucres (sur
milieu & 200 g de saccharose et 4 18%) 3 i) phialides
anormales portées sur un gros filament mycélien
(surmilieud 1600 g de saccharose et & 11°) ; k) chaine
de conidies trés allongées (sur milieu 4 8oo g de
glucose et 4 18°); [) un asque.

portant des colonies dans leur « phase linéaire de
croissance ». Dans ce cas trois jours ont suffi pour que
des lots ayant un pourcentage d’humidité relative de
27 a 28 9%, (pruneaux commercialement trop secs)
soient contaminés.

Cet essai montre la difficulté qu'il y a, a la tempéra-
ture ordinaire, pour éviter la contagion dans un lot de
pruneaux commerciaux,

Développement de 1’Aspergillus Mangini sur pru-
neaux en fonction du degré hygrométrique et de
la température. '

Ayant établi, en culture, le réle que jouait la tem-
pérature sur la croissance du parasite, il convenait de
voir si les résultats obtenus pouvaient s’adapter aux
pruneaux., '

Les cing enceintes suivantes sont utilisées pour cette
nouvelle série d’essais :

A, Etuve 4 339, 5 9% d’humidité relative, lumiére du
jour.
B. Etuvea 279 704 80 % d’humidité relative, lumiére
du jour. _
Local a 199, 35 9% d’humidité relative, obscurité.
Armoire frigorifique a g°.
Armoire frigorifique a 69,

mEe




326 —

Pour éviter les brusques changements de tempéra-
ture, dans les conditions D et E, les boites de Pétri
sont déposées dans un récipient clos, lui-méme placé
dans I'eau ; on réalise ainsi autour des pruneaux une
atmosphére saturée et confinée,

18t Essai »

Les pruneaux utilisés sont & 30-31 %, d’humidité et
sont placés avec un tampon d’ouate humide ; au début
de l'expérience ces pruneaux sont présumés sains,

aprés 5 jours :

tous les pruneaux sont sains ;

aprés 8 jours :

B : départ de l'infection

aprés I2 jours :

A : les cotons sont secs, I'un des pruneaux est
trés infecté, 'autre s’est desséché ;

B : tous les pruneaux sont contaminés, tétes
conidiennes trés abondantes, apparition
des périthéces (photo 3) ;

aprés 20 jours :

C : les pruneaux présentent un petit point
d’infection ;

aprés 40 jours :

C : contamination compléte quoique les cotons
soient secs depuis longtemps ;

D : I'atmosphére est saturée, les pruneaux sont
comme cuits tant ils sont gorgés d’eau,
I'infection démarre sur I'un d’eux ;

E : atmosphéresaturée, pruneaux gorgés d’eau,
I'infection démarre sur 1'un d’eux.

Un pruneau présumé sain peut @ tout moment s'infec-
ter st le jeu de la lempérature et de I'humidité permet
la germination et la croissance des spores présentes & sa
surface ; il faul cing fois plus de temps & 9° qu’a 27° et
tandis qu'a 19° le petit apport d’humidité initial a suffi
pour induive l'infection, les prumeaux a 6° et g°© com-
mencent d s'infecter alors que lewr gonflement est maxi-
mum, ¢ est-d-dive lorsque leur concentration en sucres est
lrés infériewre a la normale (ce qui corvespond aux
observations faites en culture).

2¢ Essai ;

Pruneaux a 30-3r 9%, d’humidité, placés avec un
tampon d’ouate humide en début d’expérience ; infec-

tion expérimentale et massive par périthéces et coni-

dies.
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aprés 5 jours :
A et B : bon développement de I’Aspergillus ;
C : départ des semis ;

aprés 12 jours :

A : les cotons sont desséchés, le mycélium a
été arrété dans son développement ;

B : infection totale, périthéces trés nombreux ;

C : infection légérement en retard sur B ;

D : germination des semis.

apres 20 jours :

C : le mycélium entoure les pruneaux d'un
feutrage épais de 1 cm; tétes coni-
diennes et périthéces trés nombreux. Il
semble que les conditions de croissance
soient optimales ;

D : les colonies ont 1 cm de diamétre ;

~ aprés 4o jours :

D : les pruneaux ruissellent d’humidité, le
mycélium qui les recouvre porte des
tétes conidiennes ;

E : les pruneaux sont gorgés d’eau ; les semis
démarrent lentement ; ils portent quel-
ques tétes conidiennes incolores dont les
conidies sont anormales.

L’infection par un semis en masse peut se réaliser
rapidement si Ihumidité est suffisante. Une atmosphére
trés séche (5 Y,) stoppe a 33° Uinfection qui peut reprendre
dés le vetour @ un taux normal d humidité.

Une humidité de 35 %, mais a la température de 19°
ne déshydrate pas trop vite les pruneaux et permet un
développement trés harmonieux du parasite ; il faut une
atmospheére sursaturée pour que l'infection soit possible
aux basses températures.

Le semis démarre en 2 jours a 27 et 33° en 5 jours
a 19°, en 12 jours 4 g° et en 30 jours d 6°.

Le cycle du champignon est bouclé en 12 jours dans
les deux premicres enceinles ; en 20 Jours d 19° ;' 40 jours
ne permettent que le deéveloppement des conidies d 9°
et sont insuffisants pour leur développement normal & 6°.

Ces résultats confirment ceux oblenus en cullure arti-
ficielle,

3¢ Essai :

Contamination par contact de pruneaux dont le
mycélium est dans la « phase linéaire de croissance »,

Les pruneaux A contaminer appartiennent aux
quatre lots suivants :

Iot T : 28 4 30 9, d’humidité relative
lot 2 : 30-33 % — —
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lot 3 : 33-36 9% d’humidité relative
lot 4 : 34-39 % — =

Aucun tampon d’ouate n’est placé dans les boites.

aprés 7 jours :

A :le mycélium contaminateur est partout
stoppé dans sa croissance ; tous les pru-
neaux sont trés secs; les lots 1 et 4
recoivent alors un tampon d'ouate hu-
mide ;

B : lot 1 :le mycélium s'installe peu ; alors que
le lot 4 a ses pruneaux aux 2/3 envahis
avec de nombreuses tétes conidiennes ;

C : leslots 1 et 2 peu contaminés, 3 et 4 le sont
plus ;

D et E : les pruneaux contaminateurs, sous choc
physiologique, sporulent abondamment
mais n’infectent pas les pruneaux sains ;

aprés 15 jours :

A : alors que dans les lots 2 et 3 méme les
pruneaux contaminateurs sont complé-
tement desséchés, les lots T et 4, qui ont
regu un appoint d’humidité, sont infec-
tés, le 4 étant le plus atteint ;

C : lot 1 : la colonie mycélienne atteint 1 cm
de diameétre tandis que les autres lots
ont leurs fruits envahis progressivement
jusquau tiers de leur surface ;

Det E: le mycélium contaminateur garde son
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bel aspect ouaté mais ne s'installe sur
aucun des lots ;

aprés 35 jours :

C : l'infection du lot 1 n’a que peu progressé,
celle des numéros 2 et 3 atteint la moitié
de la surface ; celle du numéro 4 occupe
les 3/4 de la surface des pruneaux ;

D : l'infection s'installe sur les lots 1 et 2, les
lots 3 et 4 ont le 1/3 de leur surface enva-
hie ; quelques tétes conidiennes se for-
ment mais I'eau ruisselle dansles boites ;

E : linfection s'installe sur les lots 1 et 2, les
autres sont envahis au 1/4 de leur sur-
face ; 1'eau ruisselle dans les boitgzs.

a) Méme a une température favorable & sa croissance,
' Aspergillus ne peut se développer si I humidité ambiante
est pratiquement nulle ; quelle que sovt I'huwmadité des
pruneaux & Uorigine ceux-ct se déshydratent trés vite.

b) Pour une humidité ambiante et une température
donndes, I'humidité relative des pruneaux est un facteur
favorisant ou non la contagion ; ainsi dans I’enceinte B :
4 28-30 %, le mycélium est tellement vigoureux qu'il
sort des boites.

c) L'tnfection des pruncaux par le mycélium en phase
linéaive de croissance se montre loujours plus rapide el
plus facile que Uinfection par spores, méme en masse.

d) La seule température dans tous les cas veste un
facteur limitant de la croissance gquelles que soient les
autres conditions.

CONCLUSIONS

D'un apport de faits aussi variés, nous nous devons de tiver des conclusions théoviques et pratiques.

L'étude expérimentale de la nutrition carbonée de I Aspergillus Mangini permet de confirmer et préciser les travaux
de Klebs; ce Champignon est gros consommatewr de sucres : les exigences de ses deux formes de fructification sont en
déphasage, il supporte des concentrations de saccharose si élevées que les expériences sont génées par la cristallisation
spontanée des solutions, il est moins tolérant vis-a-vis du glucose.

La pression osmotique des solutions apparait alors comme le factenr limitant la croissance, la tolérance du Champignon

a son égard étant d’aillewrs fonction de la température.

Le pruneaw commercial (30 @ 35 Y% d humidité relative) assimilé @ son vapport s_gg est trés favorable a I’ Aspergillus

Mangini ; en fait, les nombreux examens de pruneaux moisis, I'étude expérimentale de I'infection et de la contamination,
nous ont montré que trois factewrs sont responsables du développement de la moisissure verle ; ce sont :

I humidité rvelative des fruits,
celle de U'air ambiant,
la température d’entreposage,

mais ces trois facteurs sont élyoitement dépendants ; or, le premier ne peut étve anormalement modifié ; enlever au prunean
les unités d’ huwmidité velative vendant impossible la germination et la croissance du parasite, c’est lui faive perdre d la
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fois un poids important et surtout ses qualités organoleptiques; abaisser trés fortement I humidité velative de I'aiv ambiant,
c'est peul-étre géner la germuination et ralentiv la contamination mais c'est surtoul trés appréciablement déshydrater les
fruits ; dés 1948, R. Ulrich et M™e J. Lafond ont montré I'intérét des basses températures (10°) dans le ralentissement
des échanges d’eau entre les pruneaux et I atmosphére : comme entre 300 et 100 le coefficient est voisin de 3, une humidité
atmosphérique velativement basse devient alors compatible avec la conservation du pruneaw marchand,; si déja I'abais-
sement du taux d'humidité ambiant nuit aw bon développement du parasite, nous avons montvé que les basses tempé-
vatures vendent pratiquement tmpossible la croissance de I’ Aspergillus Mangini sur de hautes concenirations de sucres,
done sur le prumean commercial 1k w'y a pas d apport d’eau extérienr.

Considérant que : I' Aspergillus Mangini est endémique dans les locaux de fabrication; les fautes de séchage, les
fluctuations atmosphériques pewvent assurer les conditions favorables & la germination des spores, la contagion de
proche en proche est trés facile enive 20 el 25°; la plupart des traitements chimiques divects sont & exclure parce
qu'inefficaces ou dangereux; une authentique stérilisation des prumeaux par autoclavage est incompatible avec la
conservation de leurs qualités ovganoleptiques (caramélisation des sucves) et n'est pas sams danger pour les types
d’emballages adoptés. Par des voies difféventes et pour des motifs différents des leurs, nous pensons qu’il est logique de
recommander avec R. Ulrich et M™e J. Lafond (1948) entreposage des pruneaux, dés la sortie du tunnel de séchage
et jusqu'a la vente, en chambre froide, & humidité velative contrilée,

(Laboratoive de Cryptogamie,
Muséum National d’Histotve Naturelle, Paris).
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