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Résumé : En fin de séchage naturel, ou aprés contamination par des piles de bois de 3 ans et
plus, un grand nombre d'espéces s'implantent sur le bois, a la faveur de la détoxification du
milieu et de la présence de résidus de l'autolyse des premiéres générations de champignon,
A. pullulans, la principale espéce du séchage naturel est alors concurrencée par une flore
variée. Ces mécanismes affectent la qualité du séchage naturel. Les enzymes lytiques sont
fortement libérées alors que la synthese des activités hétérosidases, utilisées pour I'assimila-
tion de substances carbonées, est fortement réprimée.
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INTRODUCTION

Le séchage naturel du bois de chéne constitue une étape d'affinage indispensable en
tonnellerie (TARANSAUD, 1976 ; Vivas et al., 1996). Les barriques fabriquées avec
des bois issus d'un séchage naturel sont seules capables d'exacerber la qualité des
grands vins (PONTALLIER et al., 1982). En outre, le bois doit impérativement avoir
une humidité relative (Hr 15 & 18 %) compatible avec le maintien de I'étanchéité des
barriques aux liquides.

Les facteurs impliqués dans le séchage naturel du bois de chéne sont nombreux : les
pluies, les vents, les amplitudes thermiques (MARCHE et JOSEPH, 1972 ; PONTALLIER
et al., 1982), ainsi que les micro-organismes (CHENG et CHANG, 1985 ; Vivas et al.,
1991). Ils assurent un affinage du bois caractérisé par unc diminution de la teneur en
composés phénoliques et par I'élimination ou la transformation plus ou moins
complete, des substances astringentes ¢t ameres (MARCHE et JOSEPH, 1972
PONTALLIER, 1981).

Des études réeentes (Vivas et GLORIES, 1993a ; Vivas et GLORIES, 1993b ; Vivas,
1993 ; Vivas et GLORIES, 1996) ont montré que le séchage naturel était accompagné
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du développement d'un nombre limité de moisissures qui semblent caractéristiques.
Ces auteurs ont isolé : Aurcobasidium pullulans, qui représente 80 % de la popula-
tion totale, Trichoderma harzianum et T. koningii constituant les principales espéces
secondaires. Néanmoins, au-deld de 18 & 20 mois d'cxposition i l'air, la flore
fongique semble sc diversifier au profil d'un bon nombre d'autres cspéoes caractéris-
tiques des milicux moisis (BoTron e af., 1982). La diversilé des champignons induit
alors des phénoméncs de compétition (VIVAS et GLORIES, 1993a) susceptibles d'af-
fecter le processus d'affinage du bois,

La compétition entre champignoens peut s'exercer de deux fagons : soit par [a libéra-
tion d'unc substance inhibitrice (DONECHE et MARCANTONI, [992), soit par compéti-
tion au niveau des nutriments {KONESTSCHNY ef ¢f., 1988 ; WEGER et af., 1986). Sur
le bois, les sources d'éncergic sont peu nombreuses ¢l difficilement utilisables ; les
champignons doivent alors produire un certain nombre d'enzymes solubles, notam-
ment des hétérosidases, pour extraire les nutriments nécessaires. La concurrence
pour l'alimentation est donc conslante sur ce milieu. Mais le contrle biologigue d'un
champignon, par des substances antifongiques libérées par d'autres champignons, est
¢galement envisageable, Vivas et Groriss (1993u) ont montré les effets répressify
d'un fiitrat de culture de 7 harzianunr 3 'égard de A. pullulans.

Il nous a donc paru utile de metlre en évidence, & fa suile de ces différents (ravaux,
linversion de la flore fongique au cours d'un séchage naturcl prelengé et d'éludier
linfluence de quelques relations écologiques induites, de types compétitifs, sur Uap-
titude des champignons A transformer les hétérosides phénoliques du bois. Nous
présentons dans cet article les premigres observations.

MATERIEL ET METHODES

1 - ISOLEMENT ET CULTURE DES CHAMPIGNONS RETROUVES SUR 1.ES DOUELLES DE BOIS
BE CHENE

Les douclles fendues de 30 mm d'épaisseur, de 150 mm de largeur et de 1,05 m de
longueur sont montées en piles el sont répartics sur un parc & bois bordelais (lempé-
vature moyenne annueile = 12,5°C ; précipilation totale = 950 mm/an ; moycnne sur
50 ans}. Les piles sont alignées, séparées entre clics de 50 ¢m sur la ligne ct de I m
entre chaque rangée. Les bois viennent du Limousin pour Q. robur L. el des foréts de
I'Allicr pour Q. petraeca Licbl. Les prélévements ont lieu au hasard el représentent
deux douclles prélevées sur dix piles de bois de I'Allier et guatre piles de bois du
Limousin au cours du processus de séchage. Chaque échantillon de bois est débité en
&prouvette de 20 cm puis placé en poche stérile.

Les champignons sont prélevés solt & partir de sciure de bois de chéne représentant
les dix premicrs millimetres de la face supéricure des douelles, représentant la flore
totale (spores cl mycélia), soit & partir d’un colon stérile issu de l'écouvillonnage de
la surface des douclles, représentant les spores déposés en surface et des fragments
de mycélium,

La culture et la puritication des diflérentes espiees sont elfectudes sur miliew solide
MAG dans les conditions déerites par Vivas ez al. (1991). Ce milieu se compose
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d'extrait de malt gélos¢ (45 g), d'agar {15 g), de glucose (25 g) et d'eau distillée
fasp | 000 ml}, le milicu est autoclaveé 15 min & 115°C. Lisolement des champi-
gnons se pratique par mélange de 1 g de sciure du beis de surtace des douelles dans
10 ml d'eau stérile e de Pinfusion du coton d'éeouvillonnage de la surface des
douelles dans 10 ml d'can siérile. Les cultures sont réalisées en boftes de Petri &
25°C et a I'sbscurité. La puriitcation des souches morphologiquement différentes se
réalise par repiquage de portion de mycélium sur milicn MAG, Les idenlificalions
sont eflectuées en collaboration avee e laboratoite de mycologic de 1'Institut Pasteuy
(Paris),

I - DEVELOPPEMENT DE DIVERSES ESPECES DE CHAMPIGNONS ISOLEES DU BOIS DE CHENE
SUR 1IN MILIEU GELOSE SUPBLEMENTE EN EXTRAIT AQUEUX DE CHENE YERT

Chaque espeee isolée est cultivée sur milicu MAG en boiles de Petri & 25°C. Le
milicu est inoculé par dépdt d'un fragment de mycélium d'une culture purce au centre
de la bolte de Petri. Les résultats expriment ia facifilé de colonisation du milieu
contenant un extrail & f'eau de chéne vert Q. petraca L. lyophilisé (175 ; p/v) par
rapport & un Emoin sur miliey solide MAG seul. La leciure se fan aprés 5 jowrs d'in-
cubatton. On note également la coloration du thalle formé.

Lursque le champignon se développe av méme rythme sur les deux types de milien
sflosé, on considére que fes constituants du chéne vert n'affectent pas la croissance
dues inyedlia, dans nos conditions expénimentales.

11 - METHODES YESTIMATION DES PHENOMENES DE COMPETITION ENTRE ESPECES DIFFE-
RENTES '

i - Incidence des phénomenes de compétition sur Factivité B-glucosidase exoceltu-
luire totale du milieu de culture

i.a plupart des champignons isolés du bois de chiéne produisent au cours de feur
croissunce de grandes guantités de B-glucosidase exocellulaire soluble (Vivas el
Grorins, 1993a), Cetre acivité permet au champignon de se développer sur des
milicux donl la seule source d'Cnergic est un héiéroside phénoiique (ellagitanins,
valfolaning.. ) (VIvas ef af., 1991 ; Vivas, 1993b). L'activité glucosidase est estimée
eriice au p-nitrophenylB(D}-glucopyranoside (pNIPG) dans les conditions décrites par
DaArRIET ef af. (1988), inspirées de TINGILE et HALVORSON (1971},

Bes milicux liquides nen proliférants ( [NH4H,PO4: 5,75 g, K;HPOy : | g, KCI
0,5 2, MgSQy 0,5 g, 1eSQy : 0,005 g, KOH - gsp pH 3,5, cau distillée gsp 1000 ml)
sont ensemencds par du mycélium A, preflndans et du champignon testé & raison de
P g de myeélium sec de chacune des deux souches pour 100 ml de milicu. La
production et la préparation du mycéhum sce sont déerites par ailleurs (Vivas,
fU93a). Le témoin contient 2 x | mg de mycélium d'A. prfiefans. La mesure de Tac-
tvité glocosidase se prutique apies O jours de culture & 20°C (= 2°C) sur 1able
dagitation.

Lo culivre est eentrifugde (20000 = ¢, 15 min.y et Je sumageant est soigneusement
collectd O mélange & ml de surmageant et 4 ml de timpon acdtige de sodium (NaAc
OOSM 5 pH = 5), puats o ajoute 03 ml de pNPG 0,01 M. Tes ibes sonl incubgs
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24 heures 4 25°C. On arréte la réaction par | mi de carbonate de sodium (Na,;CO4,
IM). La densité optique du surnageant est mesurée a 400 nm ct les résultals sont
ramenés en pourcentage d'activité estimée par la DO 3 400 nm par rapport au 1€moin
constitué par une culture pure d'A, puifulans.

2- Incidence des phénoménes de compétition sur la phase d'autolyse des mycélia en
culture mixte

La mesure de la DO & 210 nin, est basée sur le principe gue les mycélia altérés par
des conditions de stress (ige de la culture, concentration en substrat, compétition
entre espéces) libérent dans le milieu du matériel endoceliulaire absorbant dans 1'al-
traviolet (GARBAY et LoNvAUD-FUNEL, 1990). Les conditions de mesures sont cclles
de GarBaY et Lonvaun-FuneL (1990,

On préléve 5 ml d'une culture en milieu liquide non proliférant, centrifugé
{20 000 x g, 15 min) sur lequel nous mesurons la DO 4 210 nm. La valeur de densité
optique est multipliée par 100.

RESULFATS

I - DIVERSIFICATION DE LA FLORE FONGIQUE AU COURS DU SECHAGE NATUREL

Pendanl les six premiers mois d'exposilion 4 lair des merrains de chéne, A. pudlulans
est 'espeee dominante. Aprés 36 mois de séehage {ligure 1), A, prllulans reste large-
ment majeritaire (83 %) mais il apparaft d'autres esp@ces, principalement
Trichadenna sp. Au-deli de trois ans, la flore n'est plus sculement représentée par
ces espéees (figure 1) 5 on trouve également & la surlface du bois de nombreux autres
champignons, et plus particulicrement, Penicilfium purpurogenim.

A putlilugs
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12 mois de séchage natorel 36 mois de séchage naturel

Fipure 1 — Incidence de la durée du séchage naturel sur la répartition
de la flore fongique totale des douelles de chénes
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Tableau 1
Influence d’un extrait agueux de chéne vert sur le développement
de diverses espéces isolées du bois de chéne au cours de son séchage naturel,
Les résollats expriment la Facilité de développement des nwisissures sur milieu gélosé
contenant un extrait Je chéne vert par rapport i un ténoin

Espices lestées A puthibans T, Harzignumt T Koningtli R Stofonifer P, purpprgogenum - TCLR291 Divers
Développemcent + + + - - - 0
aprés 3 jours
Coulcur sur milieu . .

PR noir blancfvert vert vert blanc/gris  rouge crém:
gélosé témoin
Couleur sur milicu gélosé . .
noir verl verl aris mArTon rosé -

+ extrait de chéne verl

£ fdarriciam o, Géomyveés sp, Penivillium sp, Plfulophord sp., Axpergilus versicedor, Alternaria alvernata
0 non Jéveloppd | - - faible développement ; + @ développement notmal

Dans une expérience au laborateire, nous avons cultivé les différentes espéces dans
un milicu gélosé supplémenté, avec un exlrait aqueux de chéne vert. Les résultats
sont rasscmblés dans le lableau 1. 11 convient de noter que toutes les souches choi-
sies se¢ développent sur le milieu gélosé témoin. On remargue que seules les espéces
retrouvées en début de séchage se développent parfaitement sur le milieu gélosé
additionné d'extrait de chéne vert. En revanche, les espéces diverses en culture mixte
ct F. purpurogenin, rencontrées aprés deux annces de séchage, s'implantent difTici-
lement en présence d'un extrait de chéne vert. 1'ajout d'un filtrat stérilisé par filtra-
tion sur membrane de porosité 0,2 pmi d'unc cullure dgée de A, puflulans en phase de
lyse, repéré par la forte angmentation de ta DO 210 nm, améliore 'implantation de
ces esplees. En outre, Ie remplacement de l'extrait de ché&ne vert par un extrait de
chéne séché naturcllement permel, i ous les champignons, un développement satis-
Taisunt sur milicu gélosé.

IT - INCIDENCE DES PHENOMENES DE COMPETITION SUR L'APTITUDE DES CHAMFIGNONS A
LIBERER DES ENZYMES CAPARLES D'HYDROLYSER 1.ES HETEROSIDES PHENOLIGUES DU
BOIS VERT

Afin d'étudier ces relations écologiques de nature compétitive, nous avons mis en
culture A. pullulans en association avee différentes espéces. Un seul type d'activité
est mesurée : les B-glucosidases, représentant les enzymes exocellulaires sofubles
capables de libérer le glucose des structures hétérosidigues. On observe que certains
champignons comme ECLR2-91, dont Ie développement est lent, naffectent pas l'ac-
livité étudiée {lableau 2), Dautres champignons sont, en revanche, particuligrement

Tableau 2
Incidence des phénomeénes de compétition entre A. pulfulans
¢t certaines espéces rencontrées en fin de séchage naturel sur Pactivité B-glocosidase

Al pullaluns

A.puttitans T harziannm ECLR2-91 P, prrporogenum

Activité B-glucosidase 100 64 107 37
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adaptés au milicu de culture ct induisent des phénomenes concurrentiels d'intensité
variable (7. harzianum, T. koningii et surtout P. Purpurogenunt). La compétition
entre deux especes différentes scmble se traduire par une diminution sensible de T'ac-
tivité glucosidase,

Le développement simultané de plusieurs champignons, sur un milieu entierement
colonisé, provoque des phénomeénes de compétition. On peut supposer que ces rela-
tions concurrentielles entre espéees différentes sont provoquées par une accumula-
tion d'enzymes lytiques dans Ic milieu, au détriment des enzymes trophiques. Ainsi,
le début de la phase de lyse cst plus précoce et l'autolyse des mycélia est plus impor-
tante qu'en culture pure (lableau 3).

Tableau 3
Incidence des phénoménes de compétition
sur la phase d’autolyse des mycélia en culture mixte

Début de "autolyse 0.0. 210 nm x 100
{jours) 40 jours 80 jours
A. pullulans 36 22 67
T. harziunum 21 48 97
P. purpurogenum 28 35 24

DISCUSSION

Le séchage prolongé du bois de chéne conduit i {"apparition de nombreux champi-
gnens. Cependant, le phénoméne est fent, car fes pifes de bois ne sont pas en contact
dircet avee le sol humide, 1'aération ct l'ensoleillement ralentissent considérable-
ment Jo processus (Vivas, 1993a). Toul s¢ passe comme si le bois évoluait d'un état
d'affinage vers une situation de décomposition. Ces observations suggérent que le
séchage naturel doit &ire réalisé par une flore limitde, largement représentée par
A, pullulans, qui semble Ta micux adapiée a cetle fonction {Vivas el GLORIES,
19934). Cette diversification de la tlore longique peut &tre Tide 3 une modification de
la composition de la surface du bois, caractérisée A la fois par I'accumulation de
ésidus protéiques ct polysaccharidiques issus de 'autolyse des premiers champi-
gnons implanlés, ainsi que par la détoxification du milicu par ces mémes champi-
gnons précurseurs (VIvas el GLOrIES, 19934 ; DONECHE ¢t MARCANTONI, {992). Des
résultats antéricurs monlrent, en cffel, gue ces deux facteurs peuvent favoriser la
colonisation secondaire des douelles de ¢chéne. Le lessivage des douclles par les
pluies entraine une quantité appréciable de mati¢re extractible, surtout des composés
phénoliques {(Vivas, 1993b). De méme, les activités héiérosidasiques de A. puflulans
et des Trichoderma sp. permetent la destruction d'une partie des hétérosides phéno-
liques (Vivas ef af, (996). Connaissant Ueflet toxigue des phénols i I'égard d'un
grand nombre de microorganismes (SCALBERT ¢l HASLAM, 1987 ; ScaLBERT , 1992),
On peul supposcr gue, scules les moisissures possédant un padrimotne enzymatique
adapté au substrat ligneux, colonisent, les premieres, le bois ; ces espdees doivent
étre lignicoles comue A. prftufans. Dans une deuxidme phase, les myceélia se déve-
loppent et recouvrent la surface des douclles, puis, les colonics vicillissent et leur
amtolyse débule (MarTINgZ ef af., 1983). A ce stade, d'aulres champignons peuvent
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coloniser le bois, & la faveur de la détoxification de la surface du bois et de l'accumu-
lation des résidus de l'autolysc.

Ces especes sont cssentigilement cellulolytiques comme Trichoderma sp. ; elles
peuvent en oulre inhiber les premiers champignons par libération de toxines antibio-
tigucs ou fongicides (WyLLie et MORHENMOUSE, 1977), ou d'unc ecnzyme exocellu-
laire susceplible d'aliérer les parois des mycélia des autres especes fongiques
présentes (WooDb, 19531 ; ARTIGUES, 1985). L'imbrication de I'ensemble de ces réac-
tions semble sutfisante pour interpréter la modification de la flore fongique du bois
de chéne en cours de séchage naturel.

Sur le plan technologique, le passage d'une flore spécifique, représentée essentielle-
ment par A. pelfufans, i une flore varide, A l'origine de relations concurrentielles
entre champignons a pour effet de stimuler la libération de substances fongicides et
Iytigues au détriment d'un métabolisme orienté vers la transformation des hétéro-
sides phénoligues du bois. Le séehage naturel devient moins efficicnt pour le (onne-
lier, car l'affinage du bois, par les champignons lignicoles, est interrompu su profit
d'une altération de l'ultrastructure du bois par des champignons cellulolytiques. On
nole également, dans les conditions de la pratique, que la proximité de piles de bois,
dgdes de (rois ans et plus, Tavorise la contamination des piles voisines. La diversifi-
cation de la llore se propage sur unce bonne partic du parc & bois el Vinversion de la
tlore fongique devient plus précoce. Ce type de résultats se rencontre sur des parcs &
bois dont le taux de renovvellement est insuffisant. Il convient de noter gue la
surface du bois de chéne abandonné plusicurs années A l'exiérieur est recouverte
d'une flore fongique trés diversifiée, mais dont peu de spares recueillis sont suscep-
tibles de germer sur ce milicu et de donner naissance 4 un thalle. La discrimination
préalable de l'ensemble des spores sur milieux gélosés, riches en extrait de chéne,
permet de limiter les isolements aux scules espéces adaptées au milieu bois.

Ainsi, au méme titre que de nombreuses opérations biotcchnologiques visant ['affi-
nage dune matigre premigre (hieéres, vins, fromages...), le séchage naturel doit étre
considéré comme unc opération A optimiser, en particulier par l'emploi de rythmes
d'aspersion raisonnés et |'utilisation d'un levain longigue convenablement choisi.
Nos résullats scmblent indiquer A. pullulans comme l'espéce la micux adaptée.
Néanmoins, il convient de nie pas exclure d'antres champignons adaptés au bois, qut
peuvent élre rencontrés, lors d'une étude écologique plus cxhauslive de la flore
fongique des parcs i bois de chéne de tonneilerie, sur T'enscmble du (erritoire
Irangais.

CONCLUSION

Le séchage naturel du hois de cceur de chéne a 'air libre se différencie en particulier
du séchage artificie]l par le développement d'une flore fongique peuvant affecter la
structure el Ja composition du bois. Au cours de ce travail, nous avons souligné
Fexistence de phénomenes d'antagonismes entre les différents microorganismes
cocxistants. Ces relations de types compdtitils expliquent, d'unc part, la succession
du ditlérents genres au cours du temps et d'autee part, évolution progressive du bois
e substrat cellulo-ligneus en cours de dévomposition, La prise en comple d'un
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champignon speudolevuriforme (A. pullulans), bicn adapté aux conditions du milieu
(naturc du matériau, humidit¢, lempérature), comme source de levain fongique est
envisageable pour l'avenir (Vivas, 1993a), Le dépdl d'un brevet en garantit [a protec-

tion industriclle.
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