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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 84 (3), 185 — 194 (1974)

Etude de la germination des spores
&Ascobolus stercorarius

par J -P. Hertzeisen

Institut de Botanique de l'Universite de Neuchätel

Manuscrit re$u le 28 janvier 1974

Ascobolus stercorarius (Bull.) Schroet. est un ascomycete stercoraire qui
pousse sur les excrements d'animaux herbivores. En laboratoire les spores
ne germent pas spontanement; Janczenski (1872), Massee et Salmon (1902)
pretendent qu'elles ne germent qu'apres un passage ä travers le tractus intestinal
d'un herbivore. Les thalles issus de ces spores engendrent des oidies et des

apothecies. Les ascospores sont ejectees activement et se collent sur les herbes

avoisinantes. Les oidies soit tombent et germent sur la crotte oü elles ont ete

creees soit sont transportees par des insectes sur d'autres crottes (Dowding 1931,

figure 1).

spores + herbes

spores

tractus intestinal-

spores

oidies crotte 3

Fig. 1:

Cycle schematique d'A. stercorarius. Cercles noirs: Apothecies, carres noirs: Oidies.
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La nature du traitement levant la dormance de ces spores dans un Systeme
digestif peut etre complexe, en laboratoire, selon les observations de Dodge
(1912a, 1912b), Dowding (1931) et Bjorling (1941) cette dormance est levee
ä la suite d'un choc thermique, contrairement ä Yu (1954) et Berthet (1964)
qui constatent l'mefficacite de celui-ci sur la germination des spores Selon les

auteurs, le choc thermique vane en temperature et en duree Dodge (1912a)
60—70°C pendant 15—30 minutes pouryf furfuraceus, Dodge (1912b) 70°C
pendant 30 minutes pour A. magnificus, Dowding (1931) 65°C pendant 20 minutes
pour A stercoranus, Bjorhng (1941) 55°C pendant 3 heures pour A. stercorarius

Nous etudierons les deux questions suivantes
— La dormance des spores est-elle vraiment levee par un choc thermique?
— Si oui, quels sont les optima de ce choc thermique9

Materiel et methodes

Nous avons isole deux souches monosporees ä partir de crottin de cheval qui confrontees
sur le meme milieu de culture se sont montrees compatibles. Elles sont inoculees sur du
crottin de cheval reparti en une couche uniforme dans des boites de Petri de 14 cm de diametre
Elles sont exposees a une intensite lumineuse d'environ 2500 lux (tubes fluorescents
Philips D-light) et ä une temperature de 26—27° C Apres environ deux semaines apparaissent
des apothecies glabres et jaunes de 3—5 mm de diametre qui possedent des asques protuberants
contenant huit spores (18,2 ± 1,8 ß X 11,0 ± 0,8 ß) Ces caracteres correspondent, selon les
definitions de Dennis (1968) et de Richardson (1968), a A stercoranus

Un certain nombre de spores, ejaculees a la maturite de 1'apothecie, sont isolees de la
maniere suivante une lame porte objet sterile, s'appuyant sur des bätonnets de bois steriles,
est placee 2—5 mm au dessus de 1'apothecie Les spores sont projetees ä la face inferieure
de la lame et y adherent. Celle-ci est alors deposee dans une boite de Petri sterile Le tout est
conserve ä l'obscurite et ä temperature ambiante (23°C)

Nos experiences portent sur des spores ägees de 1 —2 mois. Le choc thermique s'effectue
ä une temperature determinee dans un bac thermostate 11 est realise sur des spores en
suspension dans de 1'eau distillee sterile contenue dans un tube a essais (500—600 spores/mm3).

Quelques gouttes de la suspension de spores sont prelevees ä l'aide d'une pipette sterile.
Elles sont deposees dans une boite de Petri en plastique dans laquelle le milieu de germination
(2% agar Oxoid dans une solution de NaCl 50 mM), refroidi a 45°C, est coule ä raison de 10 ml.
La boite de Petri est ensuite placee dans un incubateur a temperature constante voulue
Nous determinons le nombre de spores germees sur 200 par boite de Petri apres 24 h

d'incubation (chaque essai comprend trois boites de Petri)

Definition

Nous considerons qu'une spore a germe lorsqu'elle est caractensee par
un gonflement general qui entrame une ou plusieurs dechirures de Fepispore et
un ou plusieurs tubes germmatifs Les spores endommagees ou anormales
ne sont pas prises en consideration.
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Experiences et resultats:

Experience 1:

La dormance des spores est-elle vraiment levee ä la suite d'un choc thermique?
Pour repondre ä cette question, nous soumettons des spores en suspension ä un choc
thermique choisi arbitrairement (55°C pendant 15 min). La moitie de cette
suspension est ensuite incubee ä 37°C, l'autre moitie ä 23°C; il en est de meme
pour les spores du temoin, qui elles n'ont pas subi le choc thermique.

Les resultats de cette experience sont consignes dans le tableau 1. Nous constatons
que tous les pourcentages de germination sont nuls ä l'exception de celui obtenu
(76%) lorsque les spores subissent un choc thermique suivi d'une incubation ä 37°C.

Tableau 1:

Influence d'un choc thermique choisi arbitrairement et d'une temperature d'incubation
quelconque sur la germination des spores.

Germination en %

Essais Incubation (24 h) Boite de Petri
(°C) A B c Moyenne

55°C pendant 15 min 23 0 0 0 0

(temperature ambiante)
55°C pendant 15 min 37 80 74 76 76

Temoin 23 0 0 0 0

(temperature ambiante)

Temoin 37 0 0 0 0

Experience 2:

Comme le montre l'experience 1, la temperature ä laquelle les spores sont
exposees, apres avoir subi un choc thermique, est tres importante. Quel est la

temperature optimale d'incubation?
Une suspension de spores est soumise ä un choc thermique ä 55°C pendant

15 min, eile est ensuite repartie dans des boltes de Petri. Les spores sont incubees
aux temperatures suivantes: 4, 23, 27, 30, 32, 37, 42, 48,5°C.

Les resultats obtenus sont reportes dans le tableau 2 et la figure 2. Les spores
exposees ä des temperatures inferieures ä 23° C et superieures ä 37°C ne germent pas.
A 23°C la germination est faible (1%); eile est elevee a 37°C (63%). La temperature
optimale d'incubation se situe au voisinage de 30°C (82%).
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Tableau 2:

Influence de la temperature d'incubation sur la germination des spores.

Germination en % apres 24 h d'incubation

Temperature d'incubation Bofte de Petri
(°C) A B C Moyenne

4 0 0 0 0

23 2 0 1 1

27 40 35 34 36
30 79 82 84 82
32 52 72 75 66
37 78 50 61 63
42 0 0 0 0

48,5 0 0 0 0

Experience 3:

La temperature de germination etant connue (experience 2), nous allons
rechercher la temperature et la duree du choc thermique entrainant le pourcentage
de germination des spores le plus eleve.

Nous procedons comme suit: les spores subissent un choc thermique respective-
ment ä 37, 45, 55, 65, 75°C dont la duree est de 5, 15, 30 min. Apres le choc
thermique, les spores sont incubees 24 h ä 30°C.

Les resultats de cette experience sont consignes dans le tableau 3 et la figure 3.

Pour des spores qui subissent un choc thermique ä 37°C, apres une duree d'exposition
de 5 min et de 15 min, le pourcentage de germination obtenu est de 1%, il est
de 2% pour une duree d'exposition de 30 min.
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Tableau 3:

Influence du choc thermique sur la germination des spores.

Germination en % apres 24 h d'incubation

Temperature Duree du traitement Boite de Petri
(°C) (minutes) A B c Moyenne

23 (temoin) 5 0 0 0 0
15 0 0 0 0
30 0 0 0 0

37 5 1 1 1 1

15 1 2 1 1

30 2 1 2 2

45 5 1 1 1 1

15 2 2 2 2

30 7 9 10 9

55 5 30 21 46 32
15 87 83 82 84
30 75 70 79 74

65 5 77 77 67 74
15 59 48 48 52
30 15 17 17 16

75 5 2 2 2 2
15 0 0 0 0
30 0 0 0 0

Apres un choc thermique ä 45° C pendant 5 min, le pourcentage de germination
des spores est de 1%; il est de 2% apres 15 min, de 9% apres 30 min d'exposition.

Pour des spores exposees ä 55°C pendant 5 min, le pourcentage de germination
obtenu est de 32%; il est de 84% apres 15 min et de 74% apres 30 min d'exposition.

A la suite d'un choc thermique ä 65°C pendant 5 min, le pourcentage de germination
obtenu est de 74%; il est de 52% apres 15 min d'exposition et de 16% apres 30 min
d'exposition.

Un choc thermique ä 75° C pendant 5 min entraine 2% de germination. Elle est
nulle pour des durees d'exposition de 15 min et de 30 min.

La duree du choc thermique joue un röle different suivant que les spores
sont exposees ä des temperatures basses (45°C) ou elevees (65°C). En effet,
ä 45° C le pourcentage de germination des spores augmente avec la duree du traite-
ment (45°C pendant 5 min, 1% de germination; 45°C pendant 30 min, 9% de

germination); au contraire ä 65°C, le pourcentage de germination diminue plus
la duree du traitement augmente (65°C pendant 5 min, 74% de germination;
65°C pendant 30 min, 16% de germination).

L'optimum de germination des spores semble etre obtenu ä la suite d'un choc
thermique ä 55°C pendant 15 min (84% de germination); afin de nous en assurer,
nous exposons des spores ä 55°C pendant les temps suivants: 5, 11, 15, 21, 30,
60, 120 min.
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Les resultats de cette experience sont reportes dans le tableau 4. Apres que
les spores aient subi un choc thermique ä 55°C pendant 5 min, nous observons
un pourcentage de germination de 32%, il est de 44% apres 11 min de traitement.
La duree optimum du choc thermique ä 55°C est bien de 15 min (84% de

germination). La thermoresistance des spores est tres grande ä 55°C, en effet
pour des durees de traitement de 21, 30, 60 et 120 min, les pourcentages de

germination obtenus sont respectivement de: 75, 74, 73 et 74%.

Tableau 4:

Influence de la duree d'un choc thermique de 5S°C sur la germination des spores.

Germination en % apres 24 h d'incubation

Duree du traitement Bofte de Petri
(minutes) A B C Moyenne

5 30 21 46 32
11 50 41 40 44
15 87 83 82 84
21 76 74 75 75
30 75 70 79 74
60 72 70 76 73

120 72 73 77 74

%
100

50

5 15 30 5 15 30 5 15 30 5 15 30 5 15min
37 45 55 65 75 "C

Fig. 3:

Pourcentage de germination en fonction de la temperature et de la duree d'un choc thermique.

190



Experience 4:

Nous avons observe (experience 3) que le pourcentage de germination le plus
eleve est obtenu lorsque les spores ont subi un choc thermique ä 55°C pendant
15 min suivi d'une incubation d'au moins 24 h ä 30°C. Une duree d'incubation
plus courte ou plus longue influence-t-elle le pourcentage de germination?

Pour repondre ä cette question, des spores sont soumises ä un choc thermique
ä 55°C pendant 15 min; elles sont ensuite incubees ä 30°C. Le pourcentage
de germination est determine apres: 1, 2, 3, 4, 5, 51/2, 6, 61/2, 7, 71/2, 81/2, 91/2,
101/2, 111/2, 121/2, 14, 15, 16, 17, 25 1/2 h d'incubation.

Les resultats sont reportes dans le tableau 5 et la figure 4. La germination
debute apres 4 h d'incubation, apres 5 h d'incubation, le pourcentage de germination
est de 4%, apres 6 h d'incubation il a double (8%), une heure plus tard, il a triple
(26%). Apres 8 1/2 h d'incubation, le pourcentage de germination est de 36%,
il est de 56% apres 91/2 h d'incubation. Le maximum de germination (84%) est
obtenu apres une incubation des spores pendant 16 h.

Tableau 5:

Influence de la duree d'incubation ä 30° C sur la germination des spores ayant subi un choc
thermique ä S5°C pendant IS min.

Germination en %

Duree d'incubation Boite de Petri
(h) ABC Moyenne

0 0 0 0 0
1 0 0 0 0
2 0 0 0 0
3 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 5 3 3 4
5 1/2 5 5 5 5

6 8 8 7 8
6 1/2 20 19 20 20
7 28 25 26 26
7 1/2 31 28 31 30
8 1/2 35 37 36 36
9 1/2 58 52 58 56

10 1/2 62 61 60 61
11 1/2 62 61 60 61
12 1/2 71 67 65 68
14 76 75 72 74
15 87 79 83 83
16 88 79 85 84
17 88 79 85 84
25 1/2 88 79 85 84
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Fig. 4

Pourcentage de germination moyen des spores en fonction de la duree
d'incubation ä 30°C

Discussion

La dormance des spores de differents champignons est levee ä la suite d'un
choc thermique, citons par exemple celle des spores de Neurospora (Shear 1927,
Goddard 1935, Emerson 1954, Lmgappa et Sussman 1959)

Pourquoi les spores d'Ascobolus stercoranus ne germent-elles pas sans un
traitement prelim inaire 9 Webster (1970) suppose que la dormance des spores
des champignons stercoraires est due soit ä

— Une deficience metabolique
— Une unpermeabilite de la parol sporale.
— Un inhibiteur enzymatique
— Un enzyme precurseur non actif.
— Un enzyme separe de son substrat

Vraisemblablement la dormance des spores d'A stercoranus est due ä un
Systeme enzymatique thermosensible, ll est detruit lors d'un choc thermique
Nous avons observe (experience 3) que plus la temperature du choc thermique
est basse, plus la duree de celui-ci doit etre longue pour obtemr la germination
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des spores; inversement, plus la temperature du choc thermique est elevee,
plus la duree de celui-ci doit etre courte pour obtenir la germination des spores.
L'hypothese ci-dessus nous permet de comprendre cette constatation; en effet,
lors d'un choc thermique ä basse temperature, le Systeme enzymatique est
detruit lentement; il est tres vite detruit ä des temperatures elevees: apres des
durees d'exposition tres courtes ä celles-ci un pourcentage de germination
eleve est obtenu, mais les spores sont tuees lors d'une exposition prolongee
ä ces hautes temperatures (destruction des proteines, des systemes enzymatiques
etc. nous constatons done une diminution du pourcentage de germination.

Nous tenons a remercier Monsieur le Professeur Ch.Terrier pour son aide et pour les
nombreux conseils qu'il nous a donne. Notre gratitude s'adresse aussi a nos collegues du
laboratoire de cryptogamie de l'Universite de Neuchätel.

Resume

L'auteur a etudie la germination des spores d'Ascobolus stercorarius (Bull.)
Schroet. II constate que la dormance des spores est levee ä la suite d'un choc
thermique. Les optima de ce choc thermique sont ä 55°C pendant 15 min suivi
d'une incubation ä 30°C pendant au moins 16 h (84% de germination).

Zusammenfassung

Der Autor untersuchte die Sporenkeimung von Ascobolus stercorarius (Bull.)
Schroet. Der Ruhezustand der Sporen wird durch einen Wärmeschock aufgehoben.
Der Wärmeschock ist optimal bei 55°C während 15 Minuten, gefolgt von einer
mindestens löstündigen Inkubationszeit bei 30°C (Keimung 84%).

Summary

The author studied the germination of spores of Ascobolus stercorarius (Bull.)
Schroet. The dormance of spores is broken by a thermic shock. Optimum
conditions of the thermic shock are 55° C during 15 minutes, followed by
incubation at 30° C during at least 16 h (84% germination).
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