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Une maladie des anthéres de Trifolium pratense causée
par Botrytis anthophila Bond.

Par J.-P.Jost, P.-A.Volken et H. Kern

Institut de botanique spéciale de 1’Ecole polytechnique
fédérale, Zurich

Manuscrit regu le 5 novembre 1964

1. Introduction

Une maladie des anthéres de T'rifolium pratense causée par le cham-
pignon imparfait Botrytis anthophila Bond. semble compromettre dans
une mesure variable le rendement grainier de cette plante dans certaines
parties de I’Europe centrale, septentrionale, en Grande-Bretagne, en
Russie et aux USA (Bondarzew 1915, Jaczewski 1916, Schlecht
1922, Kingma 1927, Silow 1933, Salonen 1960).

La biologie de Botrytis anthophila étant peu claire, nous nous proposons
de I’étudier ici succinetement. Cependant, nous nous attarderons quelque
peu sur les problémes de l'infection des fleurs de tréfle rouge par ce cham-
pignon.

2. Symptomatologie

Selon Bondarzew (1915), les fleurs de tréfle malades prennent une
coloration violette pale et sale. Ce symptéme fut considéré comme insuf-
fisant par Minyaeva (1939) qui remarqua que méme les fleurs saines
peuvent parfois étre colorées d’une telle fagon. Hey (1945) releve qu’au-
cun signe extérieur ne trahit la présence de la maladie si ce n’est la colora-
tion grisatre des anthéres malades. Cependant Minyaeva (1939) observa
que si les plantes malades ont la méme hauteur que les plantes saines,
elles sont par contre plus légéres et possédent moins de fleurs que les
plantes saines. Selon Sorauer (1921), les plantes infectées restent petites
et recroquevillées. Enfin Troussova (1927) relate que les graines pro-
duites par les plantes malades sont plus petites que celles provenant de
plantes saines. Cet auteur compta 692 et 583 graines par gramme pour les
plantes malades, alors que pour les plantes saines il en trouva 633 et 546
par gramme. Le premier chiffre se rapporte aux variétés printanieres et
le second aux variétés tardives.
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3. Diagnostic

Un diagnostic assez sfir est obtenu si nous examinons microscopique-
ment les anthéres de fleurs suspectes (Minyaeva 1938). Pour ce faire, il
suffit d’examiner deux & trois fleurs par inflorescence et deux & trois in-
florescences par plante. D’autre part le mycélium du champignon est
directement visible dans le mésophylle de la base des pétales, si nous les
colorons avec du bleu coton. A cet endroit, les hyphes mesurent entre 6
et 9 u de diameétre (Silow 1933).

I’examen anatomique des graines de tréfle malades révéle un plus haut
pourcentage de graines infectées que la méthode biologique qui consiste
a faire germer les graines suspectes sur un milieu nutritif stérile (Min-
yaeva 1939). Selon Bondarzew (1915) et Meier (1940) le champignon
serait localisé dans la graine sous forme de mycélium. En effet, nous avons
trouvé celui-ci sous le tégument de la graine dans les tissus parenchyma-
teux et plus spécialement preés de la future radicule (fig. 1). La quantité de
mycélium varie selon les graines. Ainsi les graines peu développées, petites,
en possedent plus que les graines de grosseur & peu prés normale.

Figure 1

Microphoto de tissus parenchymateux d’une graine de T'rifolium pratense infectée par
Botrytis anthophila
(Coupe de 10 p effectuée au microtome & congélation, grossissement environ 220)
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Dans le cas d’infections par la graine nous trouvons du mycélium dans
toutes les parties aériennes de la plante (Minyaeva 1939).

En résumé, nous pensons que le diagnostic le plus sfir de cette maladie
comporte:

a) 'examen microscopique des antheres suspectes;

b) 'examen microscopique de 'intérieur des graines suspectes avec éven-
tuellement le test de germination des graines en boite de Petri sur un
extrait de malt gélosé stérile. Pour cela, les graines doivent étre préala-
blement désinfectées superficiellement avec un produit & base de mer-
cure. Ensuite, nous les déposons dans des boites de Petri et nous in-
cubons le tout & la température de 21 °C. Sous I'influence de I’humidité
et de la chaleur, le mycélium intraséminal se développe, perce le tégu-
ment de la graine et forme ses conidiophores et ses conidies & la surface
du grain d’oti il est facile d’isoler le champignon en vue d’une culture
pure (fig. 2).

Figure 2

Conidiophores et conidies de Botrytis anthophila isolés de graines de Trifolvum pratense.
Culture sur extrait de malt gélosé. (Grossissement environ 220)
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4. Etiologie

a) Infection de la plante par la graine

Depuis la graine infectée, le champignon se propage systémiquement
dans la plante. Les hyphes se développent dans les espaces intercellulaires
de la moelle des tiges. Dans ce cas, les hyphes mesurent de 2 & 3 u de
diamétre et ne forment que rarement des sucoirs dans les cellules médul-
laires (Silow 1933). A ce stade, le champignon a la possibilité d’hiverner
dans la plante (Hey 1945). La maladie ne se manifeste pas tout de suite
dans les anthéres; elle peut rester latente durant deux générations. Ainsi
dans le cas d’un croisement entre une plante malade et une plante saine,
la maladie peut se manifester dans la F, seulement. Dans de tels cas, le
nombre de conidies parmi les grains de pollen apparemment sains est sou-
vent si petit qu’elles échappent & I’observation (Nijdam 1939). Parvenu
dans la fleur, le champignon se propage dans la base des pétales et dans
les anthéres. Le mycélium du champignon se ramifie parmi les grains de
pollen dans les anthéres et traverse les parois de celles-ci pour former ses
conidiophores et ses conidies. Dans les anthéres, les hyphes mesurent de
4 & 6 u de diamétre; les conidiophores sont la plupart du temps droits ou
légérement ondulés ou géniculés mais rarement branchés sur leur longueur.
Ils sont seulement branchés prés de I’apex. Les conidiophores mesurent
généralement entre 100 et 200 x4 de long et peuvent atteindre occasion-
nellement plus de 500 u de longueur.

b) Infection par les organes de reproduction

Selon Bondarzew (1915) le mycélium intraséminal provient de 1'in-
fection du pistil. Selon cet auteur le stigmate de la fleur serait infecté au
moment de la pollinisation. Les conidies proviennent ou bien des anthéres
voisines du pistil infecté, ou bien elles proviennent d’autres fleurs de la
méme plante ou d’autres plantes. Dans ce cas la propagation des conidies
est assurée par le vent ou par des insectes tels qu’abeilles, bourdons ou
charangons du genre Apion (Silow 1933, Hey 1945). L’infection des
organes de reproduction reste généralement localisée dans la fleur (Min -
yaeva 1938).

Il est fort curieux de constater qu’on n’ait envisagé jusqu’ici l'infection
de ’embryon que par la voie du stigmate et du style et qu’on ait laissé de
coté la possibilité que le mycélium du champignon passe du réceptacle
directement dans I’ovaire. Si & peu prés tous les auteurs cités sont d’accord
en ce qui concerne le passage du champignon depuis le réceptacle dans les
pétales et les anthéres, aucun d’eux (3 1’exception de Silow 1933) n’a.
soulevé cette possibilité d’infection intraséminale systémique. D’aprés nos
observations, cette possibilité existe. Sur des plantes systémiquement in-
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fectées, nous avons trouvé des fleurs dans lesquelles le mycélium avait
pénétré non seulement dans les anthéres mais aussi dans I’ovaire et dans
la partie basale du style sans pourtant atteindre le stigmate.

Nos essais d’inoculation de fleurs (souche E.T.H. 4537, aimablement
mise & disposition par Mme A, Salonen, Institut de phytopathologie de
I’Université de Helsinki) ont montré que I'infection des anthéres par voie
aérienne est possible; le mycélium peut pénétrer dans le filet, dans le
réceptacle et dans I'ovaire. Les essais d’inoculation du pistil ont d’abord
mis en évidence une substance séerétée par le stigmate qui favorise la
germination des conidies (fig. 3). Cependant presque toutes les infections
restérent superficielles. Sur 100 organes infectés que nous avons examinés
histologiquement nous n’en avons trouvé que quatre ot le champignon
avait pénétré quelques millimétres dans le style sans toutefois atteindre
l'ovaire (fig. 4). Tout se passe comme si une substance sécrétée par le
stigmate favorisait la germination des conidies et qu'une ou plusieurs
autres substances empéchent la pénétration du mycélium de Botrytis
anthophila dans ’ovaire. La structure tissulaire liche du style nous fait
écarter ’hypothése que le champignon se heurte & une barriére mécanique.

Figure 3

Stigmate de Trifolium pratense infecté par Botrytis anthophila. Incubation & 24 °C pendant
24 heures
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Figure 4

Coupe longitudinale d’un style de T'rifolium pratense infecté par Botrytis anthophila. Colora-
tion & la phloxine 1% dans I'eau

Un essai de culture de Botrytis anthophila sur des extraits d’organes
floraux gélosés (extraction & 1’éthanol 80% & froid) donna les résultats
suivants: apres une semaine d’incubation & 20 °C nous n’avons observé
aucune trace de croissance du champignon sur I’extrait d’organes femelles
(styles plus ovaires) gélosé; la croissance de la méme souche de champignon
sur I'extrait d’organes males (anthéres) gélosé donna des résultats com-
parables a ceux du contréle. Nous n’avons donc pas pu confirmer les
résultats de Bondarzew (1915). Il semble qu’il existe dans les organes
femelles analysés un principe chimique soluble & froid dans 1’éthanol qui
inhibe la croissance de Botrytis anthophila et qui ne se trouve pas dans les
antheres. Nos résultats correspondent aux observations de Jung (1956)
que les organes femelles sont protégés par des substances inhibitrices
contre la plupart des champignons qui les attaquent.

¢) Infection traumatique

Selon Minyaeva (1939) l'infection artificielle des tiges par blessures
est possible. Dans ce cas le champignon reste en général localisé ne for-
mant pas de spores et ne pénétre que rarement dans les tissus profonds.
Un essai de culture de Botrytis anthophila sur des extraits alcooliques de
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tissus de tiges gélosés révéla au méme titre que pour des extraits d’organes
femelles la présence d’un principe chimique inhibant la croissance de ce
champignon.

Résumé

La maladie des anthéres de Trifolium pratense causée par Botrytis antho-
phila se laisse reconnaitre par I’examen microscopique des anthéres de
fleurs suspectes et I’examen microscopique et biologique des graines.

Etiologiquement nous distinguons 'infection de la plante par la graine,
I'infection de la plante par les organes de reproduction et l'infection par .
des blessures. L’infection des antheéres est possible; I'infection de I'ovaire
par la voie du stigmate et du style semble peu probable. Les organes
femelles contiennent une ou plusieurs substances (solubles dans 1’éthanol
a froid) qui inhibent la croissance de Botrytis anthophila.

Zusammenfassung

Der imperfekte Pilz Botrytis anthophila Bond. kann durch Samen von
Trifolium pratense iibertragen werden und die daraus hervorgehenden
Pflanzen systemisch besiedeln; Konidientriger und Konidien werden
nur in den Staubbeuteln gebildet. Der Pilz kann in Samen und Antheren
mikroskopisch nachgewiesen werden. Bliiteninfektionen erfolgen offenbar
vor allem durch die Antheren. Bei Narbeninfektionen war der Pilz nicht
imstande, zum Fruchtknoten vorzudringen. Die weiblichen Organe ent-
halten eine oder mehrere dthanollosliche Verbindungen, welche das Wachs-
tum des Pilzes hemmen.

Nous remercions le Fonds national suisse de la Recherche scientifique
pour 'appui qu’il nous a accordé.
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