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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 83 (3), 223-251 (1973)

Etude de la germination
des pycnidiospores
de Coniella diplodiella (Speg.) Pet. et Syd.,

agent du coitre de la vigne.
I. Conditions de la germination

par Michel Aragno

Laboratoire de Cryptogamie
Institut de Botanique de l'Universite Neuchätel

Manuscrit regu le 3 aoüt 1973

Introduction

La germination est l'ensemble des phenomenes transformant une spore, une
graine, un sclerote dormants en cellules vegetatives ä activite metabolique elevee,
dont les divisions vont reprendre et former, directement ou indirectement, un
organisme semblable ä celui qui leur a donne naissance. Une telle transformation
se manifeste par des evenements biochimiques, des modifications du metabolisme
et de la structure cellulaire. II s'agit en fait, chez les champignons, du premier
pas de la morphogenese.

Chez les champignons parasites, tout ou partie du cycle vital doit se derouler
en fonction de celui de l'höte. La periode d'infectabilite peut etre tres limitee dans

le temps; les spores doivent etre alors presentes et pretes ä germer.
Comme nous le verrons plus loin, la periode d'infectabilite des raisins par

Coniella diplodiella est tres etroite. Pratiquement, elle comprend les douze heures

qui suivent une chute de grele, ä l'epoque de la maturation des raisins; suivant
les regions, il peut ne pas greler chaque annee ä un endroit donne!

Ajoutees aux implications de la survie des spores dans un environnement
defavorable, Celles de l'extreme etroitesse de la periode d'infectabilite motivent
l'interet d'une etude de la germination chez ce parasite, dont les pycnospores
assument ä elles seules les fonctions de multiplication, de transmission et de

conservation de l'espece. Sa culture est en outre aisee, et il fructifie abondamment

en milieu synthetique.
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A cöte de l'etude en soi de la germination, nous nous sommes done Interesse,
dans ce travail, aux relations entre la germination et le parasitisme, condition
particuliere de la biologie et de l'ecophysiologie de ce champignon

Cornelia diplodiella (Speg.) Pet et Syd (1926) [= Phoma diplodiella Speg
(1878), Coniothyrium diplodiella (Speg.) Sacc (1884)] appartient aux Deuteromycetes
(Fungi imperfecti), ordre des Sphaeropsidales, famille des Sphaeropsidaceae C'est
l'agent d'une maladie de la vigne, nommee suivant les regions et les auteurs, coltre,
maladie de la grele, rot livide, rot blanc II forme, in vivo et in vitro, des pyemdes
typiques, glabres, ä paroi melamsee et pourvues d'un ostiole Les spores, umcellulaires,
sont produites en succession centnpete ä l'extremite de conidiophores emergeant
d'un massif de cellules au fond de la pyemde. Leur parol est tout d'abord incolore,
puis brumt par la suite. Elles apparaissent noires en masse

Le coltre, ou maladie de la grele, est connu depuis longtemps dans le vignoble
suisse romand. La premiere mention ecnte est un chapitre de l'ouvrage de
Reymondm (1798), intitule „De la maladie des raisins, suite de la grele, et des
moyens pour en diminuer les ravages" A cette epoque, l'agent de la maladie
n'avait pas ete etudie, ce n'est qu'en 1878 que Spegazzim decrit, en Italie, sous
le nom de Phoma diplodiella, un champignon parasite des raisms auquel Dufour
(1888) identifiera l'agent du coltre. Par la suite, ce champignon a ete Signale
en France et aux Etats-Unis (Viala et Ravaz, 1888, Viala, 1893), en Hongne
(Istvanffi, 1902) etc

Le premier, Dufour (1888) a explique la relation directe entre la grele et
l'apparition de la maladie En ce temps-lä, la lutte consistait surtout en 1'ablation
des parties malades. Les produits utilises contre les autres parasites (sels de cuivre
en particular) etant ä peu pres mefficaces (Terrier, 1949), le vigneron etait fort
demum dans sa lutte contre le coltre, cela a suscite de nombreux travaux, en
particulier ä la station föderale d'essais agncoles de Lausanne

Faes et Staehelm (1922, 1923a, 1923b, 1935) etudient de faqon plus appro-
fondie la biologie de C. diplodiella, l'emission des spores, les conditions de
germination et de croissance. Iis montrent, entre autres, Taction de la temperature,
du pH et de la concentration en sucre sur la germination, lis mdiquent que les
spores germent rapidement et abondamment dans le jus de raisin, lentement
et mal dans l'eau de pluie ou de fontame. lis entrevoient aussi, sans pousser plus
loin leur etude, qu'une proportion süffisante d'acides orgamques est utile ä la
germination et a la croissance.

La culture pure in vitro, sur milieux naturels, avait dejä ete realisee par
Istvanffi (1902), mais Terrier (1949) a, le premier, reussi ä cultiver et ä faire
fructifier C. diplodiella sur milieu synthetique. Ses travaux ont servi de base
ä toute une sene de recherches sur la biologie et la lutte contre ce champignon

Turian et Staehelm (1954) ont repns les travaux de Terrier, bien qu'onentant
prmcipalement leurs efforts vers la recherche de substances antiparasitaires,
lis precisent les besoms nutntifs minima du champignon et etudient, par des
modeles en laboratoire, la biologie du champignon dans le sol

Turian (1954a) etudie plus en detail les besoms minima du parasite en facteurs
de croissance, et en particulier les besoms de biotme, en relation avec la source
d'azote.
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Depuis cette epoque, les travaux ont ete consacres ä la recherche et ä l'essai
de fongicides, pour detruire les spores dans le sol — traitement preventif (Turian,
1954b; Turian et Leyvraz, 1954; Turian et Staehelin, 1955) ou sur les grappes,

apres la grele — traitement curatif (Staehelin et al., 1956; Bolay et Corbaz, 1961;

Bolay, 1963; Bolay et Simon, 1964).
Recemment, Locci et Quaroni (1972) ont publie une etude preliminaire sur

des souches italiennes de C.diplodiella. Iis notent des differences sensibles avec

les resultats obtenus par les auteurs suisses, en particulier sur la germination
(elle se produit dans l'eau, les spores ne germent presque plus ä pH 3,0).
Toutefois, les conditions de cette etude, en particulier le milieu de culture,
la maturite et la technique de preparation des spores, ne sont pas precisees;

une comparaison rigoureuse est done impossible.
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Cycle evolutif de Coniella diplodiella
Les spores de C. diplodiella se maintiennent dormantes dans le sol des vignes.

Suivant les conditions ecologiques, on peut en trouver jusqu'ä 2000 par g de
terre (Turian et Staehelin, 1954).

Du sol, elles sont projetees par les eclaboussures, lors de precipitations
(planche I, 1), sur les raisins. Le mycelium n'etant pas ä meme de percer la
cuticule, la penetration se fait par une blessure, dans la grande majorite des cas
ä la suite d'une chute de grele (planche I, 2). D'autres causes, eclatement
physiologique, blessures occasionnees par des oiseaux ou des insectes, peuvent
donner lieu ä des infections sporadiques (Staehelin et al., 1956).

Une fois en contact avec la pulpe du raisin, les spores germent (planche I, 3)
et l'infection debute. 12 heures apres, en moyenne, eile est irreversible. Le
traitement doit done etre effectue dans cet intervalle.

Le mycelium envahit le grain (planche I, 4). Les pyenides apparaissent entre
l'epiderme et la cuticule (planche I, 5 a et b). Par la rafle, le mycelium envahit peu
ä peu toute la grappe (planche I, 6). II suffit done d'un grain infecte pour detruire
completement cette derniere.

Les grains coitres se dessechent precocement et tombent sur le sol dans lequel
les spores se dispersent (planche I, 7).

La possibility d'un developpement saprophytique du champignon dans le sol
a ete evoquee par Terrier (1949) et Turian et Staehelin (1954). II est concevable
que des grains sains, tombes accidentellement, puissent s'infecter sur le sol et
donner naissance ä des pyenides. Toutefois, et contrairement ä la supposition de

Terrier, Turian et Staehelin (1954) ont montre que, dans les conditions normales,
les spores de C. diplodiella ne germent pas dans le sol, sauf peut-etre ä proximite
d'un grain tombe, suite k la diffusion de son jus (planche I, 8).

Le probleme pose

Avant notre travail, les connaissances sur la Physiologie de la germination
des spores de C. diplodiella se resumaient ä ceci:

1. Les spores germent dans la pulpe des grains de raisin; elles germent aussi
dans le moüt.

2. Les spores ne germent pas dans la terre, en Tabsence de facteurs apportes
par les grains de raisin (Turian et Staehelin, 1954).

3. Les spores germent peu ou pas dans l'eau de pluie ou de fontaine (Faes et
Staehelin, 1935).

4. La germination, comme la croissance, est tres lente au-dessous de 15°C,
atteint son maximum entre 24 et 27°C, et s'arrete au-dessus de 34°C (Faes et
Staehelin, 1935; Terrier, 1949).

5. La germination est bonne de pH 2.9 k 5.9 dans du moüt tamponne. Elle
est nulle au-dessus de pH 6.6 (Faes et Staehelin, 1935; Turian et Staehelin,
1954).

6. Les spores peuvent etre conservees au sec pendant 20 ans sans perdre
leur pouvoir germinatif (Terrier, 1949).
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Nous ne pouvons tenir compte ici des resultats de Istvanffi (1902), les

conditions dans lesquelles cet auteur a travaille n'etant pas suffisamment
precisees. II donne en revanche une bonne description morphologique de la

germination.

Le champignon germant en presence de jus de raisin, mais pas dans le sol,

on peut formuler deux hypotheses:

a) Le developpement des spores dans le sol est bloque par un facteur exterieur
(dormance induite au sens de Sussman et Halvorson (1966): pH, agents fongi-
statiques diffus (Turian et Staehelin, 1954; Dobbs et Hinson, 1953).

b) Les spores presentent une dormance constitutive, au sens de Sussman et
Halvorson (1966), et un ou plusieurs facteurs activateurs, presents dans la pulpe
des raisins, sont necessaires ä la germination.

En d'autres termes, la dormance des spores dans le sol est-elle de nature

ecologique ou physiologique?
Dans un sol neutre ou alcalin, ou dans l'eau de pluie ou de fontaine, la dormance

des spores peut s'expliquer par le pH trop eleve du milieu (Turian et Staehelin, 1954).

Mais est-ce bien le seul facteur limitant?
Nous nous proposons, dans ce travail, d'etudier les causes de cette dormance,

les conditions necessaires ä la germination des spores, et les relations de specificite
entre le parasite et son höte lors de la germination.

Materiel et methodes generates

Souche utilisee: Coniella diplodiella (Speg.) Pet. et Syd., souche NEU F 17 Changins
No 5, isolee d'un grain de raisin cottre de la var. chasselas, ct. Vaud, vignoble du Dezaiey, 1955,

leg. H. Aebi. Cette souche, mise aimablement ä notre disposition par le service de mycologie
de la station federate de recherches agronomiques de Changins, a ete utilisee pour l'ensemble

de notre travail. Nous avons verifie sa pathogenicity par essai d'infection de grapillons, en

laboratoire.

Milieu de culture pour la croissance du champignon. Nous avons utilise le milieu suivant,

designe plus loin par „milieu F-T". II correspond ä la formule de Fries, adaptee selon Turian

(1954a) et complete d'acide tartrique.

Glucose 40 g

L-asparagine 2 g

kh2po4 1 g

MgS04. 7 HjO 0,5 g

CaCl2 0.1 g * Solution d'oligoelements:
NaCl 0.1 g

Solution d'oligoelements* 1 ml Na2B407. 10 H20 100 mg

Thiamine 500 Mg (NH4)6 MO7024 4 H20 40 mg

Biotine 10 Mg FeS04 7 H20 1 8

Acide L(+)tartrique 150 mg CuS04 5 H20 400 mg

Eau distillee qsp 1000 ml MnS04 H20 60 mg

Ramene ä pH 4.5 par NaOH 1 N ZnS04 7 H20 800 mg

Agar (Oxotd No 1) 14 g Eau distillee 1000 ml
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Le milieu est reparti en tubes de 18 mm de diametre, ä raison de 8 ml par tube. II est
ensuite tyndallise (chauffe trois fois de suite ä 24 heures d'intervalle, ä 100°C pendant 30
minutes). Les tubes sont alors mis a refroidir en position inclinee, ä 12° de l'horizontale.

Preparation des spores. Les cultures (pour chaque serie d'experiences, au moins trois
tubes d'une meme serie de repiquages) sont inondees par 2-3 ml d'une solution sterile de
NaCl 50 mM, puis raclees legerement au moyen d'une anse de platine sterilisee, de fa?on
ä mettre les spores en suspension. Celle-ci est ensuite filtree sur une triple couche de gaze,
pour eliminer les debris de pycnides et les morceaux d'agar, puis centrifugee a 400 g
pendant 5 minutes. Onjette le surnageant, on remet le culot en suspension dans 10 ml
environ d'une solution sterile de NaCl 50 mM; on centrifuge ä nouveau 5 minutes ä 400 g.
On repete une deuxieme fois ce lavage. Le culot final et ensuite mis en suspension dans
le milieu desire, ä la concentration voulue.

Les spores de C. diplodiella sont des myxospores; leur immersion n'exige done pas de
traitement prealable par un mouillant. Par contre, en suspension aqueuse, elles floculent
apres quelques heures ou se collent aux parois du recipient, rendant ainsi l'observation
impossible. L'etude de la germination en milieu liquide agite a done ete abandonnee.

Germination en goutte pendante. Une goutte de suspension de spores (env. 5.10s
spores/ml) dans le milieu adequat est deposee au milieu d'un couvre-objet de 24 x 24 mm,
prealablement lave au melange chromique, rince trois fois ä l'eau distillee, puis ä Palcool.
La lame est placee, goutte en bas, sur une chambre humide, composee d'un cylindre
de verre de 18 mm de diametre interieur et de 5 mm de haut, colle a l'araldite sur une
lame porte-objets. L'etancheite est assuree au moyen de vaseline blanche. Par cette
methode, l'observation directe est aisee; eile permet de travailler ä n'importe quel pH.
Elle a aussi des inconvenients:

1) La quantite de milieu est tres faible, de l'ordre de 10 jul, et une trace d'impurete
peut avoir des consequences importantes.

2) Les spores tendent ä se rassembler au centre de la goutte, rendant parfois difficile
la lecture des resultats.

3) II est impossible, sans un dispositif special, de modifier l'environnement gazeux
ä volonte.

Cette methode a toutefois ete utilisee avec profit quand les autres n'etaient pas
applicables.

Germination sur agar, methode de la „double couche". Le milieu de germination est
prepare ä une concentration egale aux 9/8 de la concentration finale desiree. II est gelose
ä 1,4% et, sauf specification, ramene a pH 4.5 par NaOH ou HCl. On le distribue en boites
de Petri de 5 cm, steriles (Millipore) ä raison de 8 ml par boite.

Les spores, lavees, sont suspendues ä raison d'environ 5.10s par ml dans une solution
de NaCl 50 mM, gelosee a 1%, fondue et maintenue liquide ä 42° C. Cette suspension est
coulee sur les milieux de germination, 1 ml par milieu.

Par cette methode, les inconvenients de la goutte pendante sont evites; les spores restent
en place, et le volume total du milieu de germination est beaucoup plus eleve, ce qui
minimise les consequences d'une souillure. En outre, la boite peut etre placee ouverte dans
un recipient ou l'on peut creer l'environnement gazeux desire.

Cette methode permet aussi d'avoir toutes les spores presque au meme niveau dans
le champ du microscope. Pour eviter la formation de buee lors de l'observation, on depose
sur I'agar une lamelle couvre-objet.

Les inconvenients sont-

1) Les substances actives du milieu de germination doivent diffuser dans la couche
supeneure, et le temps de germination est un peu prolonge.

2) La presence d'agar, qui pourrait avoir des effets imprevus.
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Lecture des resultats. Pour chaque essai, le pour-cent de germination est etabli sur un
total d'au moins 200 spores. Toutes les spores presentes dans un champ microscopique sont
comptees, sauf celles qui, manifestement, sont mortes (spores brisees, ou optiquement
vides).

L'observation se fait a un grossissement de 400 fois.
Nous considerons comme germee toute spore dont la paroi melanisee est rompue par

le gonflement. Pour les spores non melanisees, le critere est l'apparition nette du tube
germinatif.

Sauf indication contraire, chaque resultat exprime dans ce travail est la moyenne de

trois essais, effectues simultanement dans les memes conditions, avec la meme population
de spores.

Nous definissons le temps moyen de germination comme le temps necessaire pour que
la moitie des spores susceptibles de germer aient rompu leur paroi melanisee, et la vitesse

moyenne de germination comme l'inverse de ce temps (en h

L'analyse statistique de la repartition des resultats de chaque experience (en % de

germination) autour de la moyenne des trois essais nous a permis d'etablir les differences
significatives minimum (p > 0,99) entre deux resultats experimentaux, moyennes de

trois essais chacun:

a) difference d'au moins 7% entre les resultats de deux experiences, s'ils sont inferieurs
l'un et l'autre a 25% germination.

b) difference d'au moins 12% entre les resultats de deux experiences, si l'un au moins
est compris entre 25 et 75% germination.

c) difference d'au moins 6% entre les resultats de deux experiences, s'ils sont superieurs
l'un et l'autre ä 75% germination.

Resultats

1. Essais preliminaires

Quelques essais preliminaires vont nous permettre de preciser le probleme pose
et l'orientation ulterieure de ce travail. Faut-il rechercher une inhibition de la

germination par le sol, ou une activation par la pulpe de raisin?

On fait germer, en chambre humide, des spores d'une culture ägee de 1 mois. Incubation:
24 heures a 27° C.

Milieu: % germination:

Moüt de raisins 20%, pH 3.5 98
Eau distillee 0

NaCl 0.9% 0

Tampon glycine — HCl 50 mM, pH 3.5 2

Tampon citrate 50 mM, pH 4.0 3

Conclusions: les conditions exterieures (pH, inhibition par des agents fongi-
statiques du sol) ne suffisent pas ä expliquer la dormance des spores. Celles-ci
doivent trouver dans le jus de raisin un ou plusieurs facteurs responsables de leur
activation.
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2. Conditions physicochimiques externes de la germination
Dans la nature, la pulpe des raisins blesses est le substrat oil s'effectue la

germination des spores de C. diplodiella. Experimentalement, le moüt de raisin,
meme dilue et sterilise, permet une excellente germination. Aussi est-ce dans
un tel milieu, k base de jus de raisin de la var. chasselas, que nous allons etudier
l'influence des facteurs physicochimiques externes, ou ecologiques, sur la
germination, pour determiner les conditions optimales de celle-ci.

2.1 Le pH
Nous avons etudie l'effet du pH sur la germination, en chambre humide, avec

20% de moüt de raisin dans les tampons 50 mM suivants:

La cinetique a ete etablie pour chaque valeur de pH etudiee, ce qui permet
d'estimer la vitesse moyenne de germination (fig. 1).

de pH 1,4 ä pH 2,65
de pH 2,65 ä pH 3,6
de pH 3,6 ä pH 5,65
de pH 5,65 ä pH 7,4

HCl - KCl
Glycine — HCl
Citrate — phosphate
Phosphate

0,2

0,1

o

Tampon:
2

HCl - KCl !Gly-HCI Citrate-Phosphate
3 4 5 6 7

Phosphate
pH

Fig. 1:

Effet du pH sur la germination dans le moüt dilue.
Vitesse de germination (en h'1) en fonction du pH.
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Effet de la temperature sur la germination.
Vitesse de germination (en h"1) en fonction de la temperature.

La plus grande vitesse moyenne est atteinte, dans ces conditions, aux pH 3,1

et 3,6. De pH 2,2 ä pH 4,9, la vitesse est presque aussi elevee, et ne descend pas
au-dessous de 0,18 h _1. Les spores ne germent plus ä pH 1,4 et au-dessus de

pH 7,02.
L'optimum comprend le domaine de pH du milieu naturel (environ pH

2,2—2,4 ä fin juillet, et pH 3,1—3,4 ä l'epoque de la vendange). II s'etend au-delä

jusqu'ä pH 5. A la neutralite, toutefois, la germination est bloquee. Ces resultats
confirment, en les precisant, ceux obtenus par Faes et Staehelin (1935) et par
Turian et Staehelin (1954).

2.2 La temperature

La temperature a une grande importance dans les conditions naturelles.
Selon Terrier (1949), ä l'epoque de la maturite des raisins, quand les degäts düs

au coitre sont moindres, le facteur limitant du developpement de C. diplodiella
est la temperature, non la teneur en sucre. Nous avons done etudie la germination,
dans du moüt dilue, des spores de C.diplidiella ä differentes temperatures.

Milieu employe: moüt 20% + tampon glycine-HCl 50 mM, pH 3,5.
Technique de germination: goutte pendante, en chambre humide.

Resultats: fig. 2. L'optimum est ici tres marque, ä 27° C, ce qui confirme les

resultats de Terrier (1949). A 37°C, la germination a encore lieu, si l'on considere

comme germee une spore dont la paroi melanisee est rompue par le gonflement.
Mais il n'y a plus, ä cette temperature, de differenciation du tube germinatif;
la croissance apicale est bloquee.

Enfin, ä 3°C comme ä 43°C, les spores ne germent plus en 48 h. Toutefois,
ces temperatures ne sont pas letales.
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2.3 La pression osmotique

On sait (Terrier, 1949) que C.diplodiella est capable de se developper sur des
raisins mürs ä de fortes concentrations de Sucre, 170 g/1 par exemple, ce qui,
compte tenu des autres substances en solution, correspond ä une pression
osmotique de 25 atmospheres env. Avant la maturite, la pression osmotique
est plus basse. Par exemple, sur la base de la composition des raisins chasselas
en sucres, acides tartrique et malique, en 1935 (Benvegnin et al., 1947) on peut
l'estimer ä 12 atm. environ le 19 aoüt, et ä 25 atm. ä maturite (10 octobre).
Les spores exigent-elles pour germer une pression osmotique elevee, ou y sont-
elles simplement tolerantes?

0 0,02 0,05 0,1 0,2 0,4 0,7 1 1,5 2 M NaCI

1,5 2,5 4 6,5 11 16 20 30 50 70 100 atm

100c

Fig. 3:

Effet de la pression osmotique sur
la germination. % de germination en 24 h,
a 27°C, dans le milieu minimum de

germination. A: en fonction de la
concentration de NaCI; B: en fonction
de la concentration de saccharose.
L'echelle mediane indique les pressions
osmotiques correspondantes.

M Saccharose
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Milieu employe: acide tartrique - NaOH SO mM pH 4,0, + NaCl ou saccharose ä la

concentration voulue. Nous avons utilise ici le milieu minimum decrit plus loin, de fa§on
ä avoir une pression osmotique minimale la plus faible possible, ici 1,5 atm. environ.

Technique de germination: goutte pendante, en chambre humide. On mesure le % de

germination en 24 heures, a 27°C.

Resultats: fig. 3, A et B. Une pression osmotique elevee n'est pas necessaire

ä la germination des spores de C. diplodiella. Celle du milieu minimum suffit.
La germination en 24 heures est abaissee ä 50% par une concentration de NaCl

de 800 mM environ, et par une concentration de saccharose de 1,6 M environ,
ce qui correspond ä la meme pression osmotique theorique. II semble done bien

que ce soit ce phenomene qui limite ici la germination, et non un effet inhibiteur

propre ä l'une ou l'autre de ces substances.
La pression osmotique est nettement inhibitrice au-dessus de 25 atm. environ.

Celle des raisins chasselas, sous nos climats, correspond done au maximum
tolerable pour assurer une bonne germination.

2.4 Composition de l'environnement gazeux

Dans Fair, deux gaz principalement sont susceptibles d'etre utilises par
C. diplodiella: l'oxygene et l'anhydride carbonique. Nous allons done essayer
de faire germer les spores en l'absence de l'un ou l'autre.de ces gaz.

2.4.1 Germination en anaerobiose

Chez de nombreux champignons, l'oxygene est absolument necessaire ä la

germination, ou au moins ä son achevement. Toutefois, les spores de certaines

especes germent aussi bien en anaerobiose (Lin, 1940). Dans d'autres cas,
l'achevement de la germination n'est pas possible en anaerobiose, mais certaines

phases du phenomene ne necessitent pas la presence d'oxygene, comme chez

Mucor rouxiana et M.hiemalis (Sussman et Halvorson, 1966). C'est aussi le cas

des ascospores de Neurospora tetrasperma (Goddard, 1935; Sussman et al., 1966).

Fig. 4:

Schema du dispositif pour I'etude
de la germination en anaerobiose.
gdc: Systeme de germination en
double couche, milieu NaCl
50 mM gelose, 5.10s spores/ml
dans la couche superieure;
t: solution de tampon acide

tartrique — NaOH 50 mM,
pH 4.5; m: mastic; py: coton
imbibe de pyrogallol + K2C03.

233



Sussman et Halvorson (1966) insistent sur une difficulty technique de cette
etude: dans un appareil ä cultures anaerobies, l'oxygene ne peut etre enleve
instantanement. Aussi les tous premiers Stades de la germination se deroulent
en presence d'une quantite decroissante, mais non negligeable, de ce gaz. Nous
avons alors procede comme suit (fig. 4):

Les spores ont ete placees, selon la methode „agar double couche", sur une base gelosee
ne contenant que NaCl 50 mM. La boite ainsi preparee (gdc) est placee dans le recipient
ä culture anaerobie, maintenue au fond par un peu de mastic (m). A cote, on place, maintenu
de la meme maniere, un petit becher rempli de milieu de germination (t), dans nos essais
une solution d'acide tartrique 50 mM ramenee ä pH 4.5 par NaOH (voir plus loin).

Le milieu de germination est verse sur les spores, en inclinant le recipient, apres le temps
necessaire a l'etablissement de l'anaerobiose.

Celle-ci a ete obtenue par deux methodes: pyrogallol + K2C03, et methode de Brewer
(ou l'oxygene est elimine par reaction avec l'hydrogene, en presence d'un catalyseur au Pd)
au moyen des appareils Gaspak (BBL) (Brewer et Allgeier, 1966).

Incubation: ä 27°C. Lecture des resultats: 24 heures apres l'introduction
du milieu de germination.

Resultats: % de germination en 24 h

en anaerobiose ä l'air ambiant
Methode au pyrogallol: 31 94
Methode de Brewer: 15 85

II y a done, dans ces conditions, une nette inhibition du phenomene global.

2.4.2 Germination en absence de C02

L'anhydride carbonique est necessaire ä la germination des spores de certains
champignons, comme Aspergillus niger (Yanagita, 1957).

Ici, encore plus que pour l'anaerobiose, il est difficile d'assurer l'absence
complete de C02 dans le milieu. Ce gaz est un produit de la respiration des spores;
il est possible qu'elles le reutilisent immediatement, avant qu'il n'ait ete elimine
dans la phase gazeuse.

Technique de germination: comme pour l'anaerobiose. On fait passer ä travers le recipient,
muni de deux tubulures opposees, un courant d'air debarasse de C02 sur KOH conc. et
sature d'humidite. Une solution de Ba(OH)2 nous permet de controler l'absence de C02 dans
le courant d'air.

Le milieu est verse sur les spores 1 h apres la mise en marche de l'appareil. Lecture des
resultats: 24 heures apres l'introduction du milieu de germination. Un essai parallele est fait
ä l'air ambiant.

Resultats: % de germination en 24 h

Air sans C02 98
Air ambiant 98

Les spores peuvent done germer en absence de C02 dans la phase gazeuse.
Mais on ne peut savoir si elles reutilisent immediatement celui qu'elles produisent
par la respiration.

234



3. Recherche d'un milieu minimum de germination

Des essais preliminaires nous ont montre que, outre des conditions physico-
chimiques externes favorables, un ou plusieurs facteurs presents dans le moüt de

raisins etaient necessaires ä la germination des spores de C. diplodiella.
En nous basant sur la composition du moüt en Sucres et en acides organiques

(Kliewer, 1966) ainsi que sur celle du milieu F-T, nous avons prepare un milieu
synthetique (tableau 1) dans lequel nous avons essaye de faire germer les spores
de C.diplodiella (goutte pendante en chambre humide).

Ce milieu synthetique a, comme le moüt, la propriete de faire germer la quasi
totalite des spores de C. diplodiella (fig. 5). La germination est un petit peu
plus lente, mais les graphes de cinetique sont assez voisins pour qu'on puisse

supposer que le ou les facteurs necessaires ä la germination des spores de

C. diplodiella et presents dans le moüt le sont aussi dans le milieu synthetique.

Tableau 1:

Milieu synthetique pour la germination

Glucose 20 g

Fructose 20 g

Saccharose 0.2 g

Raffinose 0.2 g

Melibiose 0.02 g

Galactose 0.02 g

Acide L(+)tartrique 0.8 g

Acide DL malique 0.8 g

Acide citrique 0.1 g

Acide oxalique 0.04 g

Tartrate d'ammonium 0.6 g

Asparagine 0.3 g

kh2po4 1 g

MgSCV 7 H20 0.5 g

NaCl 0.1 g

CaCl2 0.1 g

Na2B407* 10 H20 100 pg
(NH4) 6 Mo7 024 ' 4 H2 O 40 Mg

FeS04• 7 H20 1 mg
CuS04• 5 H20 400 Mg

MnS04 • H20 60 Mg

ZnS04• 7 HjO 800 Mg

Thiamine.HCl 100 Mg

Biotine 1 Mg

Acide p-aminobenzoi'que 10 Mg

Riboflavine 10 Mg

Pantothenate de Ca 40 Mg

Nicotinamide 40 Mg

Inositol 40 Mg

Acide folique 1 Mg

Acide ascorbiquc 1 mg
Acide 0-indolyl-acetique 20 Mg

Tampon Glycine — HCl 50 mM, pH 3.5

Eau distillee ad 1000 ml
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Fig. 5:

Cinetique de germination dans
differents milieux. 1: moüt 20%,
tampon glycine-HCl 50 mM,
pH 3.5; 2: milieu synthetique
(cf tableau 1); 3: acide tartrique
50 mM + NaOH ad pH 4.0.

0 6 12 h

En eliminant successivement les substances dont l'absence ne diminue pas
l'activite sur la germination, nous avons determine celle qui, ä eile seule, induit
la germination: c'est l'acide L(+)tartrique.

La cinetique de germination, dans une solution 50 mM d'acide L(+)tartrique
ramenee ä pH 3.5 par NaOH (fig. 5) se rapproche beaucoup de celle obtenue
dans le milieu synthetique complet.

L'acide L(+)tartrique est un des composants majeurs des raisins. II est en
outre hautement specifique de la vigne, car on ne le rencontre que chez de rares
autres groupes de vegetaux (Pelargonium, par ex.).

II est done vraisemblable que cet acide est le principal responsable, dans
les raisins, de l'activation des spores de C.diplodiella.

Le melange acide tartrique-tartrate de sodium possede un excellent effet
tampon entre les pH 2,3 et 5. Nous choisirons done, comme milieu synthetique
minimum de germination, une solution de tampon tartrate, dont il reste ä

definir la concentration et le pH.

3.1 Concentration en tartrate

La teneur en acide tartrique des baies de raisins est d'environ 6—12 g/1,
soit 40—80 mM, suivant l'etat de maturation (Benvegnin et al., 1947). Une
concentration aussi elevee est-elle necessaire ä la germination des spores de
C.diplodiella, ou l'acide tartrique agit-il comme indueteur, ä tres faible
concentration?

Milieu de germination: acide L(+)tartrique x mM + tampon citrate 50 mM, pH 4.0.
Nous utilisons un tampon, pour maintenir le pH constant quelle que soit la concentration
de tartrate; le tampon citrate a ete choisi ici, car l'acide citrique n'est pas activateur,
et sa composition elementaire est plus simple que celle de la glycine.

Methode de germination: goutte pendante, en chambre humide. Concentration des
spores: 8.10s /ml.

Resultats: fig. 6.
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Fig. 6:

Germination en fonction de la
concentration en tartrate dans une
suspension de 8.10s spores/ml.
% de germination en 24 heures.
r: domaine de concentration de
l'acide tartrique dans les baies
de raisin.

0 0.02 0.1 0.5 2 10 50 200 mM

La germination n'est bonne qu'au dessus de 2 mM d'acide tartrique. Elle
est optimale ä 50 mM. Une concentration de 200 mM est legerement inhibitrice
de la germination, mais la croissance du tube germinatif est fortement ralentie.

L'optimum observe correspond done ä la teneur en acide tartrique du milieu
naturel. Mais une concentration 20 fois plus faible suffit ä provoquer une bonne
germination.

3.2 pH du milieu minimum

Les valeurs cardinales de pH pour la germination dans le tartrate (acide
L(+)tartrique 50 mM, pH ramene aux valeurs desirees par NaOH) sont comparables
ä Celles obtenues dans le moüt. La germination est tres bonne dans tout l'inter-
valle de pH 2,2 ä 5,0. La vitesse maximum est atteinte ici entre pH 3,4 et 4,7.
Le % de germination en 24 heures est maximum entre pH 2,7 et 5,0.

D'apres ces resultats, nous pouvons etablir commg suit la composition du
milieu minimum de germination:

Acide tartrique 5 0 mM
NaOH ad pH 3,4-4,7.

3.3 Specificite

L'acide L(+)tartrique est-il le seul ä provoquer la germination des spores de

C.diplodiella?
Nous avons essaye un certain nombre d'autres substances, soit de structure

voisine de celle de l'acide tartrique, soit des metabolites eventuels de cet acide.

Milieu de germination: substance essayee 10 mM, tampon glycine-HCl 50 mM, pH 3.5.
Technique de germination: goutte pendante, en chambre humide.

Resultats: tableau 2.

* * *
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Tableau 2:

Pour-cent de germination en presence de
differents acides organiques

i germination en 24 h

Acide L(+)tartrique 95
Acide D(+)malique 78
Acide DL-malique 80
Acide meso-tartrique 49

D-glucose 20

Acide D(—)tartrique 1

Acide L(—)malique 0
Acide citrique 4
Acide a-cetoglutarique 0
Acide succinique 2
Acide fumarique 2
Acide oxaloacetique 3
Acide glyoxylique 0
Acide tartronique 0
Acide DL glycerique 9
Acide 2-phosphoglycerique 1

Acide 3-phosphoglycerique 2
Acide dihydroxyfumarique 1

Acide DL-lactique 4
Acide acetique 2

Acide pyruvique 4
Acide oxalique 4
Acide glycollique 5

Acide L-aspartique 2
Acide D-aspartique 3
L asparagine 3
D asparagine 3
Acide L-glutamique 3
Acide D-glutamique 2
L-glutamine 5

D-glutamine 3

Acide L-mandelique 3

Acide D-mandelique 3

Acide ascorbique 0

Les acides L(+)tartrique, D(+)malique, DL malique et meso-tartrique,
provoquent une bonne germination des spores de C.diplodiella. Toutefois,
dans les acides D(+)malique et mesotartrique, le tube germinatif forme reste
tres court, le plus souvent ä l'etat d'ampoule germinative (planche II, 1, 2, et 4).

Le glucose possede un mediocre pouvoir activateur, tandis qu'aucune des
autres substances essayees ne provoque la germination, en particulier les acides
D(—)tartrique et L(—)malique (planche II, 3 et 5). Un seul des deux stereoisomeres
des acides tartrique et malique agit done sur les spores de C. diplodiella.

Dans le jus de raisin, on trouve, ä une concentration relativement elevee, les
acides L(+)tartrique et L(—jmalique. Ce dernier est l'isomere naturel, qui ne
provoque pas la germination des spores de C. diplodiella. Les acides meso-tartrique
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Planche II:
Germination des spores de C. diplodiella, apres 24 h ä 27°C, en presence de:
1: acide L(+)tartrique. 2: acide mesotartrique. 3: acide D(—)tartrique.
4: acide D(+)malique. 5: acide L(—)malique. 6: acide L(+)tartrique + acide D(+)malique.

et D(+)malique sont des isomeres de synthese. Le promoteur principal de la

germination des spores de C. diplodiella est done l'acide L(+)tartrique. Les acides

D(+)malique et meso-tartrique n'existent pas dans le milieu naturel, mais sont
egalement activateurs.

Le mediocre developpement du tube germinatif en presence de ces derniers
serait-il dü ä une inhibition de la croissance par ces acides, ou au defaut de substrat
carbone metabolisable dans le milieu? Les quelques essais suivants vont nous
permettre d'y repondre.

Germination: en double couche; les milieux sont ramenes a pH 4,5 par NaOH, puis geloses
ä 1,4%; on mesure le % de germination en 24 h a 27°C.
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Milieux et resultats:

1) L(+)tartrate 50 mM 96% (planche II, 1)

2) D(+)malate 50 mM : 72% (planche II, 4)
3) L(+)tartrate 50 mM + D(+)malate 50 mM : 85% (planche II, 6)

Meme en presence de L(+)tartrate, la croissance du tube germinatif est inhibee
par le D(+)malate. Ceci ne doit pas nous surprendre. Cet acide a ete souvent
reconnu comme un inhibiteur de certains enzymes du cycle de Krebs, notamment
de la L-malate-deshydrogenase.

4. Autres traitements

D'autres traitements: thermiques (4°C pendant 24 h et 2 mois, —10°C

pendant 24 heures, 42°C et 46°C pendant 15 et 60 min, 50°C pendant 5 et 15

min) et chimiques (furfuraldehyde 0,2, 1 et 5 mM pendant 10 min; phenyl-
ethyl-alcool 1, 5 et 20 mM pendant 6 h) ont ete essayes. Aucun n'a eu d'effet
activateur sur les spores de C. diplodiella.

5. Facteurs internes de la germination

Independamment des conditions exterieures de germination (temperature,
pH, substance activatrice), certains facteurs internes, propres aux spores ou au
champignon, peuvent modifier ses caracteristiques de germination.

La maturite des spores, que nous etudierons dans un travail ulterieur, est
l'un de ces facteurs. Nous verrons ici l'effet d'une concentration elevee de spores,
puis l'influence de la composition du milieu de croissance du champignon sur
les caracteristiques de germination.

5.1 Influence de la concentration des spores

Dans les pycnides, les spores ne germent pas. II en est de meme des spores
sorties des pycnides et groupees autour de celles-ci ä la surface du milieu de
culture. Un phenomene d'autoinhibition se manifeste-t-il lorsque la concentration
des spores est elevee?

Nous allons tout d'abord etudier la germination en fonction de la concentration
des spores.

Methode de germination: goutte pendante, en chambre humide.
Milieux de germination: a) acide tartrique 50 mM, acide citrique 50 mM, NaOH ad pH 4.0.

b) acide tartrique 1 mM, acide citrique 50 mM, NaOH ad pH 4.0.
Mesure de la concentration des spores: 3 comptages, au moyen d'un hemacytometre de

Thoma, dans un volume de 0,1 mm3 de la suspension la plus concentree. Les suspensions
moins denses sont obtenues par dilution de 5 fois en 5 fois de la suspension initiale.

240



*/.g
100 x-

1

50

x

+

0
0.024 0.12 0.6 3

Fig. 7:

Effet de la densite de la suspension de spores sur la germination.
% en 24 h ä 27° C, en fonction du nombre de spores par ml de

suspension. 1: dans 50 mM d'acide tartrique + 50 mM d'acide
citrique, NaOH ad pH 4.0. 2: dans 1 mM d'acide tartrique + 50 mM
d'acide citrique, NaOH ad pH 4.0.

Resultats: fig. 7. Jusqu'ä 6.10s spores/ml, dans le tartrate 50 mM, la concentration
de spores n'a pas d'effet sur la germination. II n'en est pas de meme dans le

tartrate 1 mM, oil le % de germination en 24 h depend de la concentration des

spores, meme lorsque celle-ci est faible.
Plusieurs phenomenes peuvent expliquer une variation de la germination en

fonction de la densite de la suspension de spores:

1) Competition pour l'acide tartrique. La quantite d'acide disponible par spore
est inversement proportionnelle ä la quantite de spores presentes.

2) Autoinhibition: emission par les spores d'une substance inhibant leur
germination, dont la concentration est fonction de la densite de la suspension.

3) Modification de la composition de la phase gazeuse dans la chambre humide,
ä la suite de l'activite metabolique des spores en atmosphere confinee. L'experience
suivante nous montrera si une telle modification a une influence sur la germination.

Technique de germination: goutte pendante, en chambre humide. Au fond de celle-ci,
on depose trois gouttes d'une suspension de 5.107 spores/ml dans du tampon acide tartrique-
NaOH 50 mM ä pH 4.0. La goutte pendante contient 5.10s spores/ml dans le meme milieu.

II n'y a done aucune difference, et on peut ecarter l'hypothese de l'effet d'une
modification de la phase gazeuse.

Resultats: % germination en 24 h

avec 3 gouttes de suspension concentree 93

sans 3 gouttes de suspension concentree 93
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Revenons ä l'experience precedente. La fig. 8 exprime les memes resultats,
mais en fonction de la quantite de tartrate disponible par spore

(rapport concentration tartrate
exprimee en pMoles/spore (1 pMole 10"12 Moles).concentration de spores

En admettant la seule hypothese de la competition, les deux courbes, ä 1 mM
et 50 mM, devraient theoriquement se confondre dans ce graphique. En fait,
pour une quantite de tartrate disponible de 8,33 pMoles/spore, par exemple, la
proportion de spores germees ä une concentration de 1,2.107spores/ml est
nettement plus faible que pour une quantite de tartrate disponible inferieure
(1,66 pMole/spore) ä une concentration de 6,0.10s spores/ml (resp. 29% et 56%).

wkJSS-JSC-

100 1000 pMoles/spore

Fig. 8:

Effet de la quantite d'acide tartrique a disposition de chaque
spore sur la germination. l(x): dans 50 mM d'acide tartrique
+ 50 mM d'acide citrique, NaOH ad pH 4.0. 2(+): dans 1 mM
d'acide tartrique + 50 mM d'acide citrique, NaOH ad pH 4.0
(la valeur entre parentheses indique le nombre de spores
(x 106 par ml), o: resultats de l'experience representee
egalement a la fig. 6 p. 237; la densite de spores est constante
(0,8 x 106 sp/ml), le nombre en gras ä cote du cercle indique
la concentration d'acide tartrique dans le milieu.

Nous avons egalement reporte sur ce graphique les resultats de l'experience
(p. 236 et fig. 6) de germination en fonction de la concentration en tartrate.

De l'ensemble de ces resultats, il apparait que, pour assurer une bonne germination,
une quantite de 10—100 pMoles d'acide tartrique par spore est necessaire.

Dans des suspensions diluees (au-dessous de 6.10s spores/ml), la concentration
des spores n'abaisse le % de germination qu'en presence d'une faible concentration
en acide tartrique (1 mM par exemple): competition.
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Fig. 9:

Technique de germination pour l'etude de

l'autoinhibition. Methode du „cylindre de spores".

Au-dessus de 6.10s spores/ml, l'effet de la concentration en spores se manifeste
quelle que soit la concentration d'acide tartrique: autoinhibition, en plus de la

competition.
En conclusion, les deux phenomenes (competition et autoinhibition) regissent

la diminution de la germination en fonction de la concentration des spores.

5.2 L 'autoinhibition

Les spores semblent done diffuser un „principe" autoinhibiteur actif dans

une suspension dense. Les experiences suivantes nous permettront de preciser
son effet.

Methode du „cylindre de spores": dans une holte de Petri de 45 mm, on coule 8 ml
de tampon acide tartrique — NaOH 50 mM, pH 4.5, gelose ä 1,4%. On perce dans ce milieu
solidifie un trou cylindrique (fig.9) de 5 mm de diametre, que Ton remplit d'une suspension
de 108 spores/ml dans le meme milieu. Apres solidification, on coule par dessus 1 ml d'une
suspension de 5.10s spores/ml dans NaCl 50 mM gelose ä 1%, qu'on etale uniformement.
On mesure, apres 24 heures ä 27°C, le % de germination des spores de la couche superieure
en fonction de la distance au bord du „cylindre de spores".

Resultats: fig. 10. L'inhibition, nette au voisinage immediat de la suspension
concentree, diminue rapidement avec la distance. A 1 mm, il y a encore une
legere diminution du % de germination, et plus aucune action au delä. II semble
done que 1'inhibiteur diffuse tres peu dans l'agar.

v.g
100

Fig. 10:

Mise en evidence de l'autoinhibition par une
suspension dense de spores. Methode du
„cylindre de spores". % de germination en
24 heures, a 27°C, en fonction de la distance
au bord du cylindre.

0 5 10 15 20 mm
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Fig. 11:

Technique de germination pour l'etude de
l'autoinhibition. Methode du tube de Heatley.

Methode du tube de Heatley representee a la fig. 11. Couche inferieure: 8 ml de tampon
acide tartrique-NaOH, pH 4,5, gelose a 1,4%. Couche supereure: 1 ml d'une suspension
de 5.10s spores/ml dans NaCl 50 mM, gelose a 1%. On depose sur ce milieu un cylindre de
verre de 5 mm de diametre Interieur et 10 mm de haut (tube de Heatley) qu'on remplit
d'une suspension dense de spores (108 spores/ml) dans NaCl 50 mM. Incubation: 24 h ä 27°C.
Lecture des resultats: on enleve le cylindre, on lave delicatement la surface de l'agar, et on
depose une lamelle a l'endroit ou etait pose le cylindre. On mesure le % de germination
des spores de la couche superieure, a l'endroit ou celle-ci etait en contact avec la suspension
dense. Un temoin sans cette derniere est mis a germer parallelement.

En interposant, dans la meme experience, une membrane filtrante (Millipore
GSWP 0,22 p) entre le cylindre et l'agar, on obtient les resultats suivants:

La substance automhibitrice est capable de traverser la membrane filtrante,
mais ce mince obstacle suffit k en diminuer sensiblement les effets.

Mise en evidence de l'autoinhibition apres diffusion du principe responsable dans l'agar
(fig. 12)' dans un tube de 8 mm de diametre, on introduit 0.5 ml de l'un des milieux geloses:

A: acide tartrique-NaOH 50 mM pH 4.5, agar 1,4%
B: NaCl 50 mM, agar 1,4%

Resultats'

Germination sous la suspension dense
Temoin

% germination en 24 h
32
95

Germination sous la suspension dense
Temoin

% germination en 24 h

50
95

Fig. 12:

Technique pour l'etude de Faction differee de l'autoinhibiteur.

24 h

27°C
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Apres solidification de la gelose, on verse par dessus 1 ml d'une suspension de 10 spores/ml
dans:

sur milieu A: acide tartrique — NaOH 50 mM pH 4.5
sur milieu B: NaCl 50 mM

On met ä incuber ä 27° C pendant 24 heures. On vide alors la suspension de spores,
on casse le tube, on coupe le bloc d'agar de fagon a avoir une surface plane, et on le dSpose

sur un milieu de germination double couche; couche inferieure: 8 ml ac. tartrique —

NaOH 50 mM pH 4,5, gelose ä 1,4%; couche superieure: 1 ml NaCl 50 mM gelose ä 1%,

avec 5.10s spores/ml. Lecture des resultats: mesure du % de germination en 24 heures

a l'emplacement du bloc d'agar. Un temoin sans bloc d'agar est mis ä germer parallelement.

Resultats: % germination en 24 h

Temoin 90
Bloc d'agar milieu A (tartrate) 70

Bloc d'agar milieu B (NaCl) 56

Conclusion: la substance inhibitrice est produite aussi bien (sinon mieux)

par les spores au repos que par les spores dans un milieu activateur. Est-elle

produite aussi par le champignon dans le milieu de culture?

Sur milieu F-T (12 ml coules en boite de Petri de 9 cm), on place un filtre Millipore
GSWP (o,22 ju) et on depose sur le filtre un inoculum de C. diplodiella. On met en incubation
ä 27°C pendant 10 jours. On enleve alors le filtre portant la culture et on decoupe dans

l'agar sous-jacent des disques de 1 cm de diametre. On prepare des milieux de germination
en double couche, avec milieu minimum gelose dans la couche inferieure, et 5.10s spores/ml
dans NaCl 50 mM gelose ä 1% dans la couche superieure; on depose les disques au centre
de ces milieux. Incubation: 24 heures a 27°C. Temoins: germination en double couche,
sans disque de milieu de culture.

Resultats: % germination en 24 h

sous le disque de milieu de culture 93

sans le disque de milieu de culture 92

On n'observe pas, dans ces conditions, d'inhibition par le milieu de culture.
II semble done que seules les spores diffusent une substance inhibitrice de la

germination.

5.3 Effet de la presence d 'acide tartrique dans le milieu de croissance sur la

germination

C. diplodiella pousse et fructifie normalement sur le milieu F-T sans acide

L(+)tartrique. Toutefois, les spores produites par une telle culture germent moins
bien dans le milieu minimum que celles provenant d'une culture sur le milieu
F-T complet (contenant 150 mg/1 d'acide tartrique), ainsi qu'il apparait dans

l'experience suivante:
On etablit la cinetique de germination, dans le milieu minimum, de spores de

C. diplodiella provenant, d'une part de cultures sur milieu F-T complet, d'autre

part de cultures sur le meme milieu sans acide tartrique.

Technique de germination: agar „double couche", 5.10s spores/ml dans la couche

superieure.
Milieu de germination: acide tartrique — NaOH 50 mM, pH 4.5, gelose a 1,4%.
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Fig. 13:

Cinetique de germination, dans
le milieu minimum, ä 27°C,
de spores provenant de cultures
sur milieu F-T complet (1) et
sur le meme milieu sans acide
tartrique (2).

0 6 12 24 h

Resultats: fig. 13. La germination est plus lente chez les spores provenant
de cultures sur milieu depourvu d'acide tartrique, et eile est moins complete.

L'experience suivante nous permettra d'evaluer la concentration minimum en
acide tartrique dans le milieu de culture, necessaire pour assurer une bonne
germination des spores qui s'y sont formees.

On cultive C.diplodiella sur des milieux F-T avec differentes concentrations
d'acide L(+)tartrique. Apres plus de 30 jours de culture, on mesure le % de
germination, en 24 heures, des spores provenant de chacun des milieux, dans
le milieu minimum de germination, et dans un tampon non activateur.

Milieux de germination: a) acide tartrique - NaOH SO mM pH 4.5, agar 1,4%
b) acide citrique - NaOH SO mM pH 4.5, agar 1,4%

Technique de germination: agar double couche, 5.10s spores/ml dans la couche superieure.

Resultats: fig. 14. 0.1 mM d'acide tartrique dans le milieu de culture suffisent
done ä assurer ensuite une bonne germination dans le milieu minimum. Cette
concentration est insuffisante pour la germination des spores (fig. 6, p. 237).

100

Fig. 14:

% de germination, en 24 h a 27°C, en fonction de la
concentration d'acide tartrique dans le milieu de croissance.
1: germination dans le tartrate 50 mM pH 4.5;
2: germination dans le tampon citrate 50 mM pH 4.5.
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Discussion

Adaptation du champignon au parasitisme

L'etude ecophysiologique des pycnidiospores de C.diplodiella nous montre
ä quel point, et par quels moyens, le champignon est adapte au parasitisme.

La periode pendant laquelle il peut se developper vegetativement est limitee
ä l'epoque de la maturation des raisins, soit en general de juillet ä fin septembre.
Durant les neuf mois restants, le champignon se maintient dans le sol sous
forme de spores qui doivent conserver leur pouvoir germinatif.

En outre, l'infection n'a lieu en general qu'apres une chute de grele, ce qui
ne se produit pas toujours chaque annee au meme endroit. Aussi, les spores
doivent-elles etre capables de survivre dans le sol plusieurs annees de suite.

Le champignon est incapable de percer la cuticule des raisins, ou de penetrer
par des orifices naturels. Seule une blessure lui permet d'entrer en contact
avec les tissus internes de l'höte. Ici, le degre d'adaptation parasitaire est faible.
C.diplodiella est un parasite de blessures, au sens de Gäumann (1946).

Une fois en contact avec la pulpe, la germination doit s'effectuer rapidement,
avant que la cicatrisation ne dresse une nouvelle barriere contre l'infection.

Comment le champignon repond-t-il ä ces exigences ecologiques?
Tout d'abord, les spores sont dormantes et ne peuvent pas, en general, germer

dans le sol. Elles gardent longtemps leur vitalite (Terrier, 1949) et ne peuvent
etre activees ni par un sejour ä basse temperature, ni par un choc thermique.
Les froids hivernaux, pas plus que les chaleurs estivales, ne leveront de ce fait
leur dormance. Dans le sol, deux facteurs au moins empechent la germination:
l'absence de l'agent activateur specifique (L(+)tartrate) et le pH generalement
trop eleve.

D'autre part, les exigences du champignon pour sa germination correspondent
bien au milieu offert par la pulpe des raisins qui est ä la fois activateur et substrat

pour le developpement:

Milieu naturel
(pulpe des raisins)

pH: 2,2—3,4

temperature estivale

p. osmotique: 12-25 atm.

conc. elevee d'acide
L(+)tartrique: 40—80 mM

Nous avons vu que la presence d'acide tartrique dans le milieu de croissance

etait necessaire pour assurer une bonne germinabilite des spores. Dans les

conditions naturelles, le champignon ne se developpe que sur des raisins, et
les spores sont formees sur un substrat contenant cet acide. Experimentalement,
toutefois, une concentration 500 fois plus faible (0,1 mM) suffit.

Si les proprietes de resistance, de dormance, les valeurs cardinales de pH,
temperature et pression osmotique observees ici sont en accord avec les conditions
naturelles, elles peuvent aussi bien se rencontrer chez des especes non parasites,
et ne sont pas le reflet d'une adaptation tres poussee.

C. diplodiella
(conditions de germination in vitro)

optimum ä pH 2,2—4,9

13°C min. 27UC opt. 37°C max.

p. osmotique max. tolerable: 25 atm.

ac. L(+)tartrique necessaire ä l'activation,
concentration optimale: 50 mM
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Par contre, Paction specifique de Pacide tartnque sur Pactivation montre
une adaptation etroite du parasite ä son höte De cette propriete resultent des

avantages selectifs evidents la dormance est mamtenue aussi longtemps que
la spore n'est pas en contact avec un milieu contenant cet acide, dans la nature,
cette condition n'est remplie qu'au niveau des blessures occasionnees aux grains
de raism Ainsi, la longue survie ä l'etat dormant, associee au mamtien de cet
etat hors du milieu naturel, permet la conservation des spores du champignon
dans une region, par exemple, oü les chutes de grele sont tres sporadiques

C diplodiella est-il un parasite obligatorre ou facultatif7 II croit, in vitro, sur
de nombreux milieux naturels et synthetiques Dans la nature, on ne le rencontre
ä l'etat vegetatif que comme parasite de la vigne. Des champignons isoles du sol
et de l'air hors des zones viticoles (Mathur et Thirumalachar, 1959, Mme J Nicod,
communication personnelle) et consideres comme des C diplodiella par Petrak
(1960) et Sutton (1969) ont en fait des caracteres physiologiques bien differents.
lis sont mcapables, entre autres, de se developper dans des raisms blesses

expenmentalement
Cornelia diplodiella doit done etre considere comme un parasite obligatoire

dans les conditions naturelles, mais non lie necessairement ä des tissus vivants
Ses exigences pour la croissance et la sporulation sont assez limitees une source
de carbone orgamque (ex glucose), des sels mineraux, de la thiamine, et de la
biotine si la source d'azote n'est pas l'asparagme (Turian et Staehehn, 1954,
Tunan, 1954a) C'est done lors de la germination, et peut etre aussi par la faculte
d'envahir les tissus de l'höte, que se manifeste le mieux le caractere parasitaire
du champignon Nous sommes tente de considerer C diplodiella comme un
parasite jeune, e'est-a-dire peu differencie par rapport ä d'hypothetiques ancetres
saprophytes

Resume

Les pycmdiospores de C. diplodiella germent bien dans le moüt de raism ä

pH 3.5 Elles ne germent pas dans l'eau distillee, m dans les tampons usuels
ä pH 3 5 La germination est optimale entre pH 2,2 et 4,9, ä 27°C et pour une

pression osmotique mfeneure ä 25 atm L'oxygene est necessaire ä la germmation,
contrairement ä l'anhydnde carbomque

La substance responsable de l'activation des spores dans le moüt est l'acide
L(+)tartnque Deux autres acides de structure voisme (D(+)mahque et meso-
tartrique) provoquent egalement la germmation Iis bloquent toutefois la
croissance apicale du tube germmatif

La germmation est inhibee par une concentration elevee de spores. L'auto-
mhibition et la competition pour l'acide tartnque concourent ä cet effet.
Le champignon pousse et fructifie bien en absence d'acide tartnque, mais les

spores produites dans ces conditions germent mal.
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Zusammenfassung

Pyknosporen von C.diplodiella keimen gut in Traubenmost bei pH 3.5,
dagegen nicht in destilliertem Wasser oder in den gewöhnlichen Puffern bei

pH 3.5. Die Keimung ist optimal zwischen pH 2.2 und 4.9, bei einer Temperatur
von 27°C und einem osmotischen Druck von weniger als 25 atm. Sauerstoff
ist für die Keimung unerlässlich, Kohlendioxyd aber nicht.

L(+)Weinsäure ist für die Keimstimulation verantwortlich. Zwei andere

Säuren mit ähnlicher Struktur (D(+)Apfelsäure und meso-Weinsäure) können
auch die Keimung einleiten, hindern aber das weitere Wachstum des Keim-
schlauchs.

Die Keimung wird durch eine hohe Sporendichte gehemmt; diese

Unterdrückung rührt von der Selbsthemmung und von der Konkurrenz der Sporen
für Weinsäure her. Der Pilz ist im Stande, sich in Abwesenheit von Weinsäure

gut zu entwickeln und Fruchtkörper zu bilden, aber die in diesen Fruchtkörpern
erzeugten Sporen keimen schlecht.

Summary

Pycnidiospores of C. diplodiella germinate well in grape juice at pH 3,5.

They fail to germinate, neither in distillated water, nor in usual buffers of
pH 3,5. Optimal conditions for germination are: pH between 2,2 and 4,9;
temperature 27°C; osmotic pressure lower than 25 atm. Oxygen is necessary
for germination, carbon dioxide is not.

The substance responsible for activation of the spores in grape juice is

L(+)tartaric acid. Two other acids, resembling in structure (D(+)malic and

meso-tartaric) lead to germination, although they inhibit apical growth of the

germ tube.
Germination is reduced by a high concentration of spores. Self-inhibition

and competition for tartaric acid contribute to this inhibition. Although the

fungus grows and fructifies well without tartaric acid, spores produced under
these conditions germinate poorly.

M. le professeur Ch. Terrier nous a accueilli dans son laboratoire, et a toujours su
nous conseiller judicieusement, tout en nous laissant une grande liberte d'action. Nous
lui exprimons notre profonde gratitude.

Notre reconnaissance va egalement a M. le professeur G. Turian, de Geneve, pour l'interet
constant qu'il a manifeste a l'egard de notre travail, et pour ses precieux conseils et
encouragements.

M. le professeur P.A. Siegenthaler nous a re$u dans son laboratoire et nous a fait
beneficier de son experience en physiologie cellulaire. Nous tenons a Ten remercier ici.
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