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ABSTRACT

Cell walis of the fungus Dendrypiiella vinosa have been prepared by mechanical
grinding of the cells and various fractions have been separated and analyzed The
resuits indicate the presence of D-glucans having essentially a g configuration, chitine,
and proteins Galactose and mannose are also present in low proportion and are
Iinked to glucose 1n heteroglycans, but galactosamine or uronic acitd polymers have
not been detected

SOMMAIRE

Les parois du champignon Dendryphiella vinosa ont ete obtenues par broyage
mecanique des cellules et diverses fractions ont ete séparées et analysees Les resultats
mdiquent la presence de D-glucannes de configuration surtout B, de chitine et de
protemes On trouve également dans ces parois de faibles quantités de galactose et de
mannose assocles au glucose sous forme d’héteroglycannes, mais on ne peut detecter
de polyméres & base de galactosamine ou d’acide uronique

INTRODUCTION

Les parois des champignons sont en genéral constituées de chitine, de glucanne
et de cellulose D’autres polymeres a base de galactosamine ou & base d’acide uronique
ont été egalement caractérisés dans certaines parois Les champignons du groupe des
Deutéromycetes ont des parors formees essentiellement de chitine et d’un glucanne
dont la structure est encore imparfaitement connue, 1l s’agit! 2 probablement de
chaines B-p-(1-—-3) et f-D-(1—»6) Toutefos, les parois des comdies de Colletotrichum
lagenarium (Deutéromycétes) semblent® posseder un polysaccharide de type cellulose
B-D-(1—4). Nos connaissances sur la structure des parois de ce groupe de champs-
gnons sont donc encore incertaines, elles sont presque totalement absentes en ce qut
concerne les champignons de la « famille » des Dématiées

*Dédié au Professeur Jean-Emile Courtois a ’'occasion de son 65&me anniversaire
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Les examens morphologiques révélent que le champignon Dendryphiella
vinosa (Dématiées) €labore des parois qui sont facilement dégradables par des micro-
organismes du sol jusqu’a un stade de résidu noir Il est donc apparu nécessaire
d’entreprendre I’etude de la constitution chimique de ces parois, cela au point de vue
écologique et au pomnt de vue biologique, étant donné que des atteintes virales
entrainent également des modifications chimiques des parois

PARTIE EXPERIMENTALE

Méthodes analytiques — La recherche et la détermination des hexosamines ont
été effectuées, apres hydrolyse avec 1’acide chlorhydrique 4M pendant 5h a 110°
en tube scelle, par chromatographie sur résine a 1’aide de I’autoanalyseur Technicon
selon la technmque de Monsigny*. Les dosages des hexosamines totales et des N-acetyl-
hexosamines ont éte réalises par la methode d’Elson-Morgan selon le mode opératoire
decrit par Ghuysen et a/ >

Le p-glucose a été dose par la D-glucose-oxydase (f-D-glucose O, oxidoréduc-
tase, E C 11 3 4) aprés hydrolyse des produits par I’acide chlorhydrique 2M pendant
2h a 110° en tube scelle et en respectant les conditions d’hydrolyse préconisées par
Spick et al © L’estimation des rapports molaires des oses a été effectuée aprés hydro-
lyse par I’acide chlorhydrigue 2n pendant 2 h & 110° en tube scellé, et apreés chromato-
graphie descendante sur papier Whatmann 3 MM (solvant alcool butylique—
pyndine—eau, 6 4 3, v/v) par la methode de Wilson’ avec une précision de 10%

La méthylation des polysaccharides a été effectuée selon la méthode de Hakomori
et suivant la technique de Sandford et Conrad® La complétion de la méthylation a
été vérifiee en spectroscopre1 r pardisparition totale de la bande des groupes hydroxyles
a 3450 cm~™! Apres hydrolyse par le methanol chlorhydrique, la séparation des
oses méthylés a été réalisée par chromatographie sur papier selon la techmque de
Petek® Pour obtenir des oses methylés de référence nous avons soumis au méme
traitement des échantillons de laminarine, glycogéne, dextranne et du lactose

Pour 'analyse des amino acides des prises d’essar aliquotes ont été€ hydrolysées
4 110° en tubes scellés par I’acide chlorhydrique 6M pendant 18 h L’analyse a été
effectuée a I’'aide de I’auto-analyseur Technicon

Réactions enzymatigues — Nous avons utilisé le suc digestif d’Helix pomatia
(Industrie Biologique Frangaise) en tampon acide acétique-acétate de sodium
0,05M, pH 5.5, a la concentration de 20 ul pour 5 mg de substrat Les incubations
sont réalisées au bain-marie & 37° dans un volume final de 500 ul

La chitinase (chitine glycanohydrolase, EC 321 14, Calbiochem, La Jolla,
California) a €t€ utilisée en tampon acide acétique-acétate de sodium 0,05M, pH 5,2 &
37° La concentration d’enzyme €tait de 0,5 mg pour 5 mg de substrat et le volume
final de la solution 0,5 ml

La B-p-glucosidase (B-D-glucoside glucohydrolase, EC 32121) et ’a-D-
glucosidase (a-D-glucoside glucohydrolase, E C 3 2 1 20) (Sigma, St. Lows, Missouri)
ont éte utilisées respectivement en tampon acide acétique~acétate de sodium 0,05M,
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pH 5,2 et dihydrogénophosphate de potassium-hydroxyde de sodium 0,05M, pH 6,8
Les 1ncubations sont réalisées & 37°, la concentration de préparation enzymatique
étant de 0,3 mg pour 6 mg de substrat Pour éviter tout artefact di éventuellement 2
une contamination microbtenne, nous avons effectué dans les mémes conditions des
mcubations témoins

Electrophoréses — Elles sont realisées sur papier Whatmann 3 MM pendant
1 2 2 h en utilisant une solution tampon de pyridine-acide acétique—eau (2 9.1000, v/v),
pH 3,8, sous un voltage de 15 V/cm Les fractions séparées sont révélées par le réactif
au nitrate d’argent alcalin'® et par la réaction chlore-benzidine!*

Spectres 1r — Ils ont été réalisés a 1’aide d’un apparell Perkin—Elmer 337
sur un échantillon d’environ 2 mg, incorpore dans une pastille de bromure de potas-
sium, ou dissous dans du tétrachlorure de carbone

Préparation des parors — Le champignon est cultivé pendant trois mois sur un
milieu hquide (extrait de malt a 2%) non agité, le mycelium est lavé, puis broyé a
I’'aide de billes de verre dans un homogéneiseur MSK Braun Aprés un premuer
broyage de 30 sec, Ia masse cellulaire est traitée par ’acétone puis lavée plusieurs fols
a I'eau aistillée afin d’ehminer la majeure partie des constituants mtracellulaires
Aprés un second broyage de mé€me durée, le broyat est incubé en présence de 0,2 % de
trypsine pendant 3h a 37° 4 pH 8 Les parois sont ensuite lavées a 1’eau distillée
jusqu’a ce qu’elles apparaissent propres et dépourvues de membrane, ce qui est
venfié au microscope électronique’?

Fractionnement chanique — Les parois sont soumises & un fractionnement chi-
mique selon deux méthodes utilisées pour 1'étude des parois de champignons.

Pour tous les traitements, le rapport produit a solution acide ou basique €tait
de 1.50 (poids/vol } Les traitements a température ambiante ont ete effectués sous
agitation douce Apres chaque traitement les produits sont séparés par centrifugation
et les diverses fractions sont analysées puis dialys€ées Les produits solubles ont éte
soumis 2 I’électrophorese pour vérifier leur homogeneite Les composés sohides ou en
solution, retenus aprés dialyse, sont lyophilisés

Nous avons tout d’abord procédé selon une methode utilisée par Bartmcki-
Garcia!? pour identifier la chitine et son dér1vé, le chitosanne Les parois sont extraites
successivement par 1’acide chlorhydrique M a froid et a chaud, puis par ’hydroxyde
de sodium 2M Les extraits sont dialysés et lyophilisés Les rendements sont indiqués
dans le Tableau I

Dans une seconde experience, nous avons suivi la méthode de Mahadevan?®.
Les parois sont traitées successivement par ’hydroxyde de sodium 2M, ’acide sulfu-
rique 0,5M et la soude caustique 2M Les extraits sont dialysés et Iyophilisés Les
rendements sont indiqués dans le Tableau I

Ces deux traitements différents n’ont pas permus d’obtemir une dissolution
compléte des parois mais ont conduit 4 toute une série de produits Une analyse
par chromatographie sur papier montre la présence d’oses et d’amimo-acides
traduisant pour ces produits une structure glycopeptidique que nous avons cherché

a préciser
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TABLEAU 1
EXTRACTION DES PAROIS DU CHAMPIGNON Dendryphielia vinosa

Fraction Conditions d’extraction Rendement®
(%)
Agent Nonibre Duree Temp
d’extractions (3] (degres)

Methode de Bartnicki-Garcial3

F. HCI M 2 0,5 15-25 0,16
Fy HCI »m 2 0,5 100 20

F. Résidu 66
Fes NaOH 2Mm 1 12 15-25 20
ch Résidu 40°
Methode de Mahadevan?

F, NaOH 3v 3 24 15-25 15¢
F, H.SO,; 0,5v 1 24 110 8d
Fa NaOH 2Mm 1 2 15-25 1

F. Residu 70°

aApres dialyse et lyophilisation ?Apres lavage et dialyse “Apres filtration sur Séphadex G-25¢ Non
purifie par dialyse

RESULTATS

Etude de la partie peptidique — Malgre un trartement initial par la trypsine,
1l est encore possible de détecter des amino-acides dans les parois et les produits Le
taux d’azote total des parois est de 76 pg/mg, correspondant a 1’azote des amino-
acides, des hexosamines et du pigment noir Pour avoir une valeur plus précise de la
partie peptidique, nous avons soumis les parois et les composes F,, F, et F; 4 une
hydrolyse par P’acide chlorhydrique 6M Aprés chaque hydrolyse, il subsiste un résidu
norr plus ou moins important, le surnageant est décanté puis analyse a Yauto-analy-
seur Technicon Les valeurs des amno-acides détermines sont rassemblees dans le
Tableau IT

Nous n’avons pas cherche a élucider le mode de hiaison avec la partie glucidique
Mais le fait de retrouver des glycopeptides apres traitement par ’hydroxyde de
sodium, comme dans le produit F;, indique que, en plus d’éventuelles lhiaisons
glycosidiques et esters rompues en milieu alcalin, d’autres haisons covalentes inter-
viennent pour unir les deux parties, osidique et peptidique

Etude de la partie glucidigue — Les deux traitements mdépendants des parois
ont fourn: differentes fractions contenant toutes une partie glucidique qui a éte ana-
lysee

La fraction F, contient & I'état libre du D-glucose et, en faible quantité, du
mannose et du galactose Aprés dialyse pendant 24 h et lyophilisation, on recueille le
produit F, (16 mg) de nature glycopeptidique Il est homogene a I’électrophorese,
et contient du galactose et du D-glucose dans un rapport molaire de 1 0,8

La fraction F, contient du b-glucose et du galactose libres et un produit non
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TABLEAU II
AMINO-ACIDES DES PAROIS ET DES FRACTIONS F,;, F; ET F3"

Anmnno-acides Parors Fracton Fy Fraction F, Fraction F,
umoles|g % wmoles|g % umolesfg % umolesfg Yo
Acide aspartique 24 7,2 15 7,1 3,2 2,3 5,6 3,8
Threonine 20,5 6 13 6,3 7,3 54 7.4 5,2
Serine 23 6,9 13,7 66 71 53 5,8 4
Acide glutamique 35,5 10,7 23 11,1 14,3 10,7 17,6 12,4
Proline 22 6,6 21,5 10,3 13,7 10,1 11,5 8
Glycine 33,5 10,2 17 8,2 8,6 6,3 10,1 7
Alamne 26,5 8 17,3 8,3 13,7 10,1 12 8,4
Yaline 20,5 6 13 6,3 9,7 7,1 11,1 7,8
1/2 Cystine traces o] 7 5,2 (o]
Methionine 13,3 4 traces 8,4 6,2 9,3 6,3
Isoleucine 15,5 4,7 8,7 4,3 6,5 4,8 7,6 53
Leucine 22 6,6 9,5 4,6 8,3 6,1 94 6,6
Tyrosine 11,5 3,5 6,3 3,1 4 3 5,7 4
Phénylalanine 16,1 4,6 8,7 43 5,1 3,7 10,1 7
Lysine 14,2 4,3 10,5 5 5,8 4,2 6,6 4,6
Histidine 17 53 132 6,4 7,3 5,4 7,7 54
Arginine 17,4 5,4 16,8 8,1 5,7 4,1 5,8 4

2Apres hydrolyse par I’acide chlorhydrique 63 pendant 15 h a 110° en tube scelle Resultats exprimes
en umoles par g de produit, et pourcentage respectif de chaque ammo-acide

dialysable Ce prodwut F, (200 mg) est homogéne a I’electrophorese Comme le
produit F,, 1l est de nature glycopeptidique mais sa partie glucidique est plus com-
plexe, constituée d’une part de D-glucosamine et /V-acetyl-D-glucosamine (Tableau III)
et d’autre part des trois oses neutres, D-glucose, mannose et galactose dans un rap-
port molaire de 1 1 0,25 Dans le produit F,, les taux de D-glucosamine et N-acetyl-D-
glucosamine, liberes par action du suc d’Helix pomatia et de 1a chitinase, se trouvent
dans un rapport de 3 2, ce qui permettrait d’y suspecter la presence de chitosanne
Cependant la concentration totale de glucosamine dans ce produit, correspondant a
moins de 8 % de la teneur totale de D-glucosamine dans les parois, parait trop faible
pour pouvorir affirmer la présence de chitosanne dans les parois Il s’agit probablement
d’un produit de dégradation de Ia chitine consécutif au traitement, et reste lic a un
galactoglucomannanne extrait par I’acide chlorhydrique m

Aprés dialyse et Iyophilisation de Ia fraction F_, on recueille 660 mg de produt
F. La partie glucidique est formée de D-glucose et de N-acetyl-pD-glucosamine, comme
le montre I’action du suc digestif d’ Helix pomatia et de la chitinase, qui ne Iibérent que
des dérivés N-acétyles (Tableau III) En traitant le produit F, par I’hydroxyde de
sodium 2M pendant 12 h a température ambiante, on sépare un residu noir F, et une
phase soluble constituant la fraction F_ Le résidu est lave a 1’eau distillee pus
Iyophilisé On recueille 400 mg de prodwit F_, qui contient encore du p-glucose
mais est enrichi en p-glucosamine qui se trouve, comme dans le produit F_, sous
forme de N-acetyl-D-glucosamine (Tableau III)
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Par addition de 4 vol de méthanol a la fraction F on obtient au bout de 24 h
a 4° un précipite brunitre Aprés dialyse et lyophilisation, on recueille 200 mg de
produit F,, Ce produit, homogéne a I’électrophorése, est de nature glycopeptidique
La partie glucidique renferme du p-glucose et de la D-glucosamine dans un rapport
molaire de 100 1 Un échantillon de 120 mg du produit F,, est méthylé Aprés hydro-
lyse par le gaz chlorhydrique dans le methanol, la chromatographie sur papier permet
ddentifier du 2,3,4,6-tétra-O-methyl-D-glucose, du 2,4,6-tr1-O-methyl-pD-glucose et
du 2,4-d1-O-méthyl-D-glucose Le spectre i r du produit F; est superposable a celui
de la lamnarine; la bande 2 890 cm ™~ est en faveur de haisons f-D entre les oses

La fraction soluble brune F, est additionnée de 4 vol de méthanol et maimntenue
pendant 24 h 4 4°. Il se forme un précipité brun qui est lyophilisé Ce précipité (200 mg)
est filtré sur une colonne (580 ml) de Sephadex G-25 et €lu€ par I’eau Le produit F,
exclu du gel (150 mg aprés lyophilisation) est homogéne A I’electrophorése et de
nature glycopeptidique A coté de la partic peptidique (Tableau II), la partie glucidi-
que contient de faibles quantités de D-glucosamine (Tableau IV), du D-glucose,
galactose et mannose dans un rapport molaire de 1 0,3 0,2 Le spectre1r du compose
présente une trés nette analogie avec celur de la lammnarine, la bande & 890 cm™*
étant en faveur d’une configuration f-D-pour les liaisons interosidiques

TABLEAU IV

QUANTITES DE D-GLUCOSE ET D-GLUCOSAMINE LIBEREES DES PRODUITS F;, F2 ET F; APRES
HYDROLYSE PAR L’ACIDE CHLORHYDRIQUE ET LE SUC DIGESTIF D’ Helix pomatia®

Conditions d’hydroly se Produit Fy Prodwuit F» Produit Fy

G*? GN G GN G GN
HClL,2m,2h 2750 4200 510
HCIL, 4M,2 h 5,5 56 119
Helix pomatia, 24 h, 37° 2050 0 630 10,5

aResultats exprimes en gmoles par g de produit traité *Abréviations G, glucose, GN, glucosamine

Le produit F; est méthyle et, aprés hydrolyse, la chromatographie permet
d’identifier du 2,3,4,6-tétra- O-méthyl-p-glucose, du 2,4,6-ir1- O-méthyl-D-glucose et du
2,4-d1-O-méthyl-b-glucose, résultats qui sont en faveur de chaines glucannes avec
des haisons de type (1—»3) et (156) Les dérivés méthylés du galactose et du mannose
n’ont pu &tre caractérisés d’une maniére certaine en raison de la faible teneur de ces
hexoses dans le produit

La solution acide contenant la fraction F, est neutrahsée par du carbonate de
baryum Le surnageant lyophilisé contient a 1’état libre des traces de galactose et de
mannose, de la D-glucosamine et en majeure partie du D-glucose (Tableau IV)
On y trouve également des amino-acides libres, dont une forte teneur en méthionine,
et des oligopeptides dont la composition en amno-acides apres hydrolyse est rappor-
tée dans le Tableau IT
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Comme la fraction F,, la fraction F; est additionnée de 4 vol de méthanol,
puis maintenue pendant 24 h & 4° Il se forme un précipité brun Aprés dialyse, on
recueille le produit F; qu, par hydrolyse i I’acide chlorhydrique, libére du D-glucose
et des traces infimes de p-glucosamine La trop faible quantité obtenue (10 mg) ne
nous a pas permis de pousuivre plus avant son wmvestigation, 1l peut ¢’agir d’un
D-glycanne 1dentique & celur du produit F,

La fracuion F, est constituée par un residu noir Aprds lavage a 'eau distallée
et lyophilisation, on recueille le produit F, Ce produit contient des amino-acides
(Tableau II), de la D-glucosamine et du D-glucose (Tableau IV) Apres hydrolyse avec
P’acide chlorhydrique 6M pendant 12 h, 1l subsiste toujours un résidu noir, apres
lavage a I’eau distillee, celui-ci libére encore par hydrolyse chlorhydrigue des traces
d’amino-acides et de p-glucosamine

Action des u- et f-D-glucosidases — Les traitements chimiques ont conduit
a I"obtention de produits riches en D-glucose Pour les produits F,; et F_, le spectre
1 plaide en faveur d’une configuration f-b du glucanne Afin de nous assurer de
I’existence de ce type de configuration, nous avons soumus les produits & ’action des
%- et B-D-glucosidases, dont 1’action devrait se trouver facilitee par suite d’une degra-
dation partielle des polymeres glucidiques au cours des traitements ILes résultats
rapportes dans le Tableau V revélent une tres nette action de la f-p-glucosidase par
rapport a 'u-D-glucosidase, ce qui etaie ’existence d’une configuration f-D pour e
glucanne de la paroi1 Il faut noter cependant une action de I’z-D-glucosidase sur les
produits F, et Fy, qui contiennent les trois hexoses, b-glucose, galactose et mannose

TABLEAU V
ACTION DES of- ET S-D-GLUCOSIDASES PENDANT 15 1 A 37° SUR LES PAROIS ET DIVERSES FRACTIONS
ISOLEES DES PAROIS®

Fractions «-D-Glucosidase B-D-Glucosidase
Parois 0 17,5

F, 100 200

F. 0 18,5

F, o 460

Fp 152 236

F. 0 260

Fes 5,5 69

F.. ) 7.4

“Les resultats sont exprimes en umoles de p-glucose hiberé par g de produt traité Le D-glucose est
dose par la glucose-oxydase

DISCUSSION

Différentes études purement micromorphologiques ont déja été réalisees sur
le champignon Dendryphiella vinosa®**> 1e présent travail a pour but d’associer des
donnees chimiques aux examens ultrastructuraux afin de connaltre par une prenmére
mnvestigation la nature chimique d’eléments structures de la paroi

Carbohyd Res , 24 (1972) 355-364
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La teneur peptidique calculée d’aprés la concentration des amino-acides libérés
par hydrolyse chlorhydrique avoisine 4% des parois Elle est composée des amino-
acides couramment trouvés dans les parois des champignons'® '? avec toutefois
une richesse marquée en ammo-acides basiques Le rdle de cette partie peptidique
n’est pas élucidé, elle peut intervenir comme lien entre les polysaccharides et comme
constituant enzymatique '®

La partie glucidique renferme les quatre composés suivants D-glucosamine,
D-glucose, galactose et mannose La D-glucosamine est imncorporee sous forme de
N-acetyl-D-glucosamine dans la chitine, comme le démontrent les hydrolyses enzyma-
tiques avec le suc d’Helix pomatia et avec la chitinase effectuées sur les parois et sur
les produits F_ et F., En se basant sur les valeurs de cette hexosanune la concentra-
tion de chitine dans les parois est de ["ordre de 2,5 %, ce qui est assez faible par rapport
aux taux trouvés dans d’autres parois de champignons

Nous avons pu identifier dans les deux produits F; et F; un polymere a
domimance de p-glucose Ce D-glucanne posséde une configuration ff comme le réve-
lent le spectre 1 r et ’action des glucosidases, la méthylation des oses montre que les
haisons osidiques sont du type (1-3) et (1—-6) Ces deux polymeres, chitine et
p-glucanne, constituent la charpente fondamentale de la paror Ce sont vraisembla-
blement eux qur conferent un aspect strié a cette charpente'®

Les autres sucres sont associes sous forme d’hétéropolysaccharides Nous avons
en effet sépare deux produits F, et F,, de nature glycopeptidique dont la partie gluci-
dique est formée de galactose et de D-glucose pour le premuer, et essentiellement de
p-glucose, de galactose et de mannose pour le second L’extraction de ces hetéropoly-
saccharides des parois correspond, au point de vue morphologique, a I'’ehmination
d’une gamne fibrillaize mucilagineuse, ce qui est observable lorsque les examens au
microscope electronique sont menés conjomntement avec les traitements et analyses
chimiques!?

Les mmages au mucroscope électronique montrent également que le pigment
noir, probablement de nature mélanique, est localise dans la partie exterieure de la
paroi1'?, ce pigment est fortement lie 4 la chitine, I’ensemble formant un complexe
difficiiement dissociable (residu noir F, et produit F.,) Une telle association d’un
pigment de nature mélanique et de chitine est un fait déja rapporté chez les champi-
gnons!3 20

Des polymeres 4 base de galactosamine ou d’acide glucuronique n’ont pas éte
trouvés dans les parois de ce champignon, en effet les recherches de cette hexosamine
et de I’acide uronique se sont révélées négatives a diffiérents stades des traitements des
parois

Les faibles quantités de certains produits, la présence constante de peptides
et de pigment non dissociables sans une degradation marquee de la partie glucidique
n’ont pas permis une étude compléte 11 ressort cependant de nos resultats que les
parots de Dendryphiella vinosa (Dematiées) ont une structure du type chitine-glycanne,
groupe 5 selon la classification de Bartnicki-Garcia® En ce qui concerne la partie
glycanne, nos résultats tendent & confirmer I’existence predominante de f-p-(1—3) et
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(1—6)-glucanne dans les parois de Deutéromycétes Les parois de D vinosa se diffé-
rencient des parois d’autres Deutéromycétes par une teneur plus élevée en galactose
et en mannose et par I’absence de polymeére a base de galactosamune et d’acides uroni-
ques
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