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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 84 (4), 304-321 (1974)

Etude de la germination
des pycnidiospores
de Coniella diplodiella (Speg.) Pet. et Syd.,
agent du coitre de la vigne.
III. Formation et maturation des spores;
evolution de la paroi sporale
lors de la maturation et de la germination.

par Michel A ragno

Laboratoire de Cryptogamie
Institut de Botanique de l'Universite de Neuchätel

Manuscrit re?u le 18 mars 1974

Pour completer nos etudes sur les conditions et le processus de la germination
des spores de C.diplodiella (Aragno, 1973 et 1974), nous nous sommes interesse,
d'une part ä la formation et ä la maturation des spores, et d'autre part aux
manifestations morphologiques et ultrastructurales de la germination.

L'etude caryologique de la sporogenese nous permettra de savoir si les spores
provenant d'une culture monosporee possedent plus d'un type de noyau, et peuvent
presenter par consequent des differences dans leur genome.

Nous chercherons ä etablir ä partir de quel degre de maturite les spores presentent
des qualites optimales pour la germination.

Nous decrirons ensuite l'aspect morphologique du processus de la germination
tel qu'il apparait en microscopie photonique.

Enfin, l'etude en microscopie electronique de la paroi sporale lors de la maturation
nous permettra de mieux comprendre sa structure dans la spore au repos, et son
evolution ulterieure lors de la germination.
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Materiel et methodes

Les souches, milieux et methodes decnts dans la premiere partie de ce travail (Aragno, 1973)
sont repris ici

Pour les observations caryologiques en microscopie optique, le materiel est fixe au Helly
pendant 8 heures, puis lave, deshydrate et inclus dans de la paraffine. Les coupes microtomiques
sont collees sur lames au moyen d'eau albuminee Apres rehydratation, on pratique la coloration
nucleaire de beulgen (temps d'hydrolyse dans HCl IN a 60°C 15 minutes, sejour dans le reactif
de Schiff 4 h, contre-coloration 2 min dans une solution aqueuse ä 1% de vert-lumiere)
Les coupes sont ensuite deshydratees, passees dans le toluene et montees au Caedax.

Pour les observations en microscopie electronique, les spores sont fixees 30 mm au KMn04
1% dans du tampon phosphate 50 mM pH 7,0, puis lavees 3 fois par centrifugation et resuspension
du culot dans du meme tampon Apres la derniere centrifugation, le culot est mis en suspension
dans une goutte d'agar 1,5% fondu et refroidi a 45° C Apres solidification, l'agar est decoupe
en petits cubes de 1 mm de cote environ Ces petits cubes sont deshydrates dans des solutions
ä concentration croissante d'acetone, puis inclus dans une resine epoxyde Les coupes ultra
microtomiques sont contrastees par immersion 1 h dans l'acetate d'uranyle ä 4% aq., puis
2 minutes dans une solution alcaline de citrate de plomb, et enfm nncees dans KOH 20 mM.

Les spores en germination sont mcluses Vivantes et dormantes dans l'agar, qui est ensuite
decoupe en petits cubes de 1 mm de cote Ceux ci sont alors plonges le temps voulu dans une

solution agitee du milieu de germination. La fixation est operee sur les cubes d'agar, et prolongee
a 60 min Le lavage se fait par decantation, et non par centrifugation

Resultats

1. Etude caryologique de la sporogenese

L'appareil sporogene de Cornelia diplodiella (pi I, 11 et pi n, 10) est localise

au fond des pycnides II comporte un massif lenticulaire (m), sorte de placenta

reposant sur le plancher (p), dont ll se distingue par les parois hyalines et minces
de ses cellules. Celles-ci sont plus ou moms isodiametriques, plurmucleees, et

fortement vacuolees La face superieure de ce tissu est formee de cellules
intermediates (ci), unmucleees, portant les conidiophores (c) Ceux-ci, de forme
allongee (10—20 x 1 —2 ju) ont un cytoplasme dense, non vacuole, et un noyau
allonge, plus gros que ceux du tissu sous-jacent.

L'extremite des conidiophores forme un renflement vacuole (pi I, 1 et II, 2).

A ce moment, le noyau entre en division Apres le stade telophasique en forme
de croissants (pi II, 3) tel qu'il a ete observe souvent chez d'autres champignons
(Heim, 1952, Aragno, 1967 a et b), les noyaux-fils sont petits et denses (pi I, 2 et 3;

pi II, 4 et 5) Le noyau anteneur migre dans le renflement (pi. I, 4 et II, 6), puis
sa chromatme acquiert une structure plus lache. II en est de meme de celui reste

dans le conidiophore, qui redevient identique au noyau-pere Line parol se forme
ä la base du renflement, la spore est amsi mdividualisee (pi. I, 5 et 6, pi. II, 7).

Apres une premiere mitose (pi. I, 7—10, pi. II, 8 et 9), la spore binucleee se detache

du conidiophore Chacun des noyaux se divise encore une fois, ainsi, la spore est

fmalement tetranucleee (pi. II, 9) L'extremite du conidiophore va se differencier
en un nouveau renflement, et le cycle recommence pour la formation d'une
nouvelle spore
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Planche I
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Planche II.
Sporogenese chez C.diplodiella. 1: debut de la mitose dans le conidiophore: noyau contracte;

2-3' Stades telophasiques dans le conidiophore; 4-5: migration du noyau anterieur dans la

future spore; 6: conidiophore avec spore unmucleee; 7: premiere mitose dans la spore,

8: spore binucleee, encore rattachee au conidiophore; 9' spore tetranucleee, libre.

10: Detail de l'appared sporogene. p paroi (plancher) de la pycnide. m: massif lenticulaire.

ci: cellules intermediaires. c: conidiophores. sp spores (uninucleees).

La spore contient quatre noyaux freres: ll n'y aura done qu'un seul type de

noyau dans une culture monosporee de ce champmgon, qui donnera ainsi naissance

ä une population de spores genetiquement homogene.

4 Planche I.

1 — 10: sporogenese chez C.diplodiella. Gr. 1500 x; 1: debut de la mitose dans le conidiophore,
2 — 3" fin de la mitose dans le conidiophore; 4* le noyau anterieur migre dans la future spore;
5—6: spore uninucleee; 7—9: premiere mitose dans la spore; 10: spore binucleee.
1 1 coupe d'une pycnide de C.diplodiella, gr. 600 x; Culture in vitro sur moüt gelose, ägee de

108 heures Coloration nucleaire de Feulgen; my: mycelium sous-jacent; p: paroi (plancher) de

la pycnide. nv massif lenticulaire; c* conidiophores; sp: spores; os: ostiole.
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2. Maturation des spores

Sitöt apres leur formation, les spores sont hyalines et contiennent de grosses
vacuoles. Elles sont permeables ä certains colorants (bleu coton lactique, soudan III).

Par la suite, leur paroi se pigmente. Le volume des vacuoles a tendance
ä diminuer, et les spores intactes sont impermeables aux colorants cites plus haut.

Les spores jeunes germant mal dans le milieu minimum decrit dans un travail
precedent (Aragno, 1973), il importe done de savoir ä partir de quel äge des
cultures la maturite des spores prelevees permet une bonne germination.

Une serie de milieux (milieu F—T, voir Aragno, 1973) est inoculee ä partir
de blocs d agar de 2 mm de cöte environ decoupes dans un mycelium jeune de
C. diplodiella issu d une seule spore. On mesure le % de germination en 24 heures
des spores produites dans ces cultures, en fonction de leur äge, dans le milieu
minimum de germination et dans une solution de tampon citrate non activatrice,
de memes pH et concentration. On mesure en outre la proportion de spores
apparaissant melanisees ä l'observation microscopique.

Preparation des spores: voir Aragno (1973). Chaque echantillon est un melange des spores
provenant de 6 tubes de culture.

Methode de germination: goutte pendante, en chambre humide. Incubation ä 27° C
pendant 24 h.

/a

Fig. 1:

Germination et melanisation des spores en fonction de l'äge
de la culture.

% de germination en 24 h dans le milieu minimum
(acide tartrique - NaOH, SO mM, pH 4,0) ä 27° C;
% de germination en 24 h dans un milieu non activateur
(acide citrique - NaOH, SO mM, pH 4,0) ä 27° C;

-X-. % de spores melanisees (observation en microscopic
photonique). En traits fins: graphes de la fonction (1)
p. 309 applique resp. a devolution de la germinabilite
dans le tartrate et ä la melanisation.
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Milieux de germination:
a) tampon acide tartrique — NaOH 50 mM, pH 4,0 (milieu minimum de germination).
b) tampon acide citrique — NaOH 50 mM, pH 4,0 (milieu de reference, non activateur).

Resultats: fig. 1. La germination est satisfaisante (supereure ä 90%) ä partir
du 20e jour de culture. Dans cette experience, la proportion des spores germant
en milieu non activateur etait relativement importante, sauf chez des cultures
de 49 jours.

La melanisation apparait plus tardivement que la germinabilite. Ceci est

confirme par l'observation frequente de spores hyalines germant dans le milieu
minimum.

Nous avons vu plus haut que la sporogenese est continue, au moins pendant

un certain temps. Un echantillon preleve sur une culture se compose done de spores

d'äge different, les plus ägees etant les premieres apparues dans la culture, les plus

jeunes etant juste formees au moment du prelevement.
En supposant les conditions ideales suivantes:

a) les premieres spores sont formees a jours apres la mise en culture.
b) des ce moment, la production de spores est continue et constante.

c) elles sont capables de germer dans le milieu minimum b jours apres leur formation.
d) la pigmentation de la paroi exterieure apparait c jours apres la formation,

nous pouvons etablir le modele algebrique suivant pour Revolution de la

germinabilite et de la melanisation dans un echantillon de spores en fonction de

l'äge de la culture:

100 (x-a-t) ^ ^(1) y pour x a + t
x-a

(2) y 0 pour x < a + t

t b pour la germinabilite dans le milieu minimum
t c pour la melanisation

y pour-cent de spores germees, resp. melanisees

x äge de la culture, en jours

Plus la culture est jeune, plus les conditions reelles doivent etre proches de

Celles supposees ci-dessus, le vieillissement devant inevitablement conduire au

ralentissement, puis ä l'arret de la formation des spores.
En appliquant ä la fonction (1) ci-dessus les valeurs des deux premieres mesures

du % de germination en fonction de l'äge de la culture (38% en 7 jours, 74% en
13 jours) nous obtenons pour a et b les valeurs suivantes:

a 2,7
b 2,7

En appliquant ä cette fonction la valeur de a obtenue ci-dessus et la valeur
de la premiere mesure non nulle du % de melanisation (42% en 13 jours), nous
obtenons:

c 5,9
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Les graphes de la fonction (1) pour les parametres calcules ci-dessus sont
representes ä la fig. 1 (trait fin). lis correspondent assez bien ä ceux des resultats
experimentaux.

On peut amsi admettre que les conditions reelles ne sont pas trop eloignees
des suppositions ideales ci-dessus; nous estimons done comme suit le deroulement
de la maturation:

— apparition des premieres spores: moms de trois jours apres la mise en culture
— germinabilite des spores dans le milieu minimum: acquise moms de trois jours

apres leur formation.
— melanisation de la paroi: apparait environ 6 jours apres la formation de la spore

3. Emission des spores

Faes et Staehelin (1935) ont fort bien observe l'emission des spores par les
pyemdes de C. diplodiella lorsque celles-ci sont immergees dans l'eau, les cellules
se gonflent et, par turgescence, la masse de spores jaillit par l'ostiole Meme sans
immersion des pyemdes, nous avons observe qu'une certame quantite de spores
est expulsee par l'ostiole apres un certain temps de culture, probablement parce
que le volume de la masse sporale depasse alors celui de la pyemde

Si les fructifications se vident sous l'effet de la turgescence, 1'immersion dans
des solutions hypertoniques ne devrait pas provoquer ce phenomene

Des cultures de C diplodiella sur milieu F-T (Aragno, 1973) sont recouvertes
pendant 30 minutes de 2 ml de solutions de NaCl ä differentes concentrations
(4 cultures par concentration) On agite toutes les cmq minutes, sans racier la
surface, puis on preleve les suspensions amsi obtenues. On mesure la concentration
dans un compte-globules de Thoma (2 10"4ml) L'experience est repetee deux
fois, les resultats sont ramenes ä quantite de spores ayant diffuse dans l'eau
distillee 100

I ig- 2:

Emission des spores, en fonction de la
concentration en NaCl du milieu d'immersion
Les valeurs sont ramenees a 100 nombre
de spores emises apres immersion dans
l'eau distillee.

0 2 M NaCl
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Resultats fig 2 Le nombre de spores emises par la culture dimmue fortement
entre 0 et 0,4% NaCl A partir de cette concentration, ll se mamtient entre 10 et
20% du nombre de spores emises dans l'eau distillee

On peut distmguer ici deux phenomenes

1) Emission „active", dependante de la concentration de NaCl, interessant

ici 80—90% des spores en suspension dans l'eau distillee

2) Mise en suspension passive mdependante de la concentration en NaCl.

II s'agit ici probablement de spores dejä sorties des pycmdes au moment de

l'immersion

La „turgescence des cellules" supposee par Faes et Staehelm (1935) ne se

mamfesterait done qu'au-dessous de la concentration de 0,4% NaCl, qui serait
alors ä peu pres isotonique Mais, de quelles cellules s'agit-il'> De Celles de la paroi
pyemdiale, des spores elles-memes7 Le mucus dans lequel baignent les spores
ne serait-il pas susceptible de se gonfler en presence d'une solution hypotomque'
Ce probleme n'est pas resolu

4. Manifestations morphologiques du processus de la germination

Classiquement, on distingue deux phases morphologiques dans le deroulement
de la germination des spores de champignons le gonflement, puis la protrusion
de l'hyphe germmative

4 1 Le gonflement

Le gonflement est souvent peu marque chez les comdies des Deuteromycetes
Nous l'avons estime, chez C diplodiella, par la mesure des axes des spores
L'observation directe, sous le microscope, ne permettant pas un nombre süffisant
de mesures dans un court espace de temps, nous avons Photographie les spores,
puis mesure leurs dimensions sur les photographies

Methode de germination goutte pendante, en chambre humide.

Milieu de germination
a) Mout 20% dans du tampon glycine HCl SO mM, pH 3,5
b) tampon ci dessus, seul

l'our chaque valeur, on mesure les dimensions de plus de 300 spores. On etablit la

moyenne (ju) et l'ecart type de la moyenne (tJfyl) Toute valeur B hors de l'intervalle A ± 3 ctm
sera consideree comme significativement differente de A. avec une probabilite superieure
ou egale ä 0,995.

Resultats fig 3 Le gonflement se manifeste par une augmentation progressive
du petit axe La longueur du grand axe ne vane pas sensiblement Notons que
la mesure du grand axe est sujette ä caution En effet, on mesure, non sa vraie
grandeur, mais sa proiection sur le plan d'observation En goutte pendante, les

spores se rassemblent ä la face mfeneure de la goutte, leur grand axe tend ä etre
parallele ä cette face L'agitation (lors du transport de la chambre humide,
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par exemple) peut modifier cet ordre, et done la moyenne mesuree. Ceci explique
probablement les variations discontinues mesurees dans notre experience.
II n'en est pas de meme du petit axe, qui est toujours vu en vraie grandeur, la spore
ayant ä peu pres la forme d'un ellipsolde de revolution.

Si, lors du gonflement, seul le petit axe varie, son augmentation en 3 h 20,
de 8% environ, se traduit par un changement de volume de 16%, ce qui est
relativement peu. Passe ce delai, de nombreuses spores ont germe, et on ne peut
plus mesurer le gonflement.

Dans le tampon seul, et dans le meme temps, on n'observe pas d'augmentation
significative du petit axe des spores. Le gonflement est done lie ä l'activation,
et il n'y a pas d'hydratation passive.

4.2 La protrusion du tube germinatif
Nous n'avons jamais note de pore germinatif, ni meme de lieu preferentiel

pour la protrusion du tube, chez les spores de C. diplodiella. L'hyphe germinative
peut apparaitre ä l'extremite du grand axe (pi. III, 1) aussi bien que lateralement
(pl. HI, 2).

La premiere manifestation est une dechirure de la paroi pigmentee (pl. Ill, 3).
La paroi sous-jacente est hyaline. C'est ä partir de ce Stade que nous considerons,
dans nos comptages, une spore comme germee.

Le volume de la cellule s'accroit alors dans une notable proportion, et il se

forme une ampoule (pl. Ill, 4 et 5) designee comme „spore secondaire" par
Istvanffi (1902). A 37°C, la germination s'arrete la. A une temperature inferieure,
l'apex se differencie rapidement (pl. Ill, 5 et 6). On observe, quoique rarement,
la differentiation de deux apex ä partir de l'ampoule initiale (pl. Ill, 7 et 8).
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Planche III:
Germination. 1: apparition du tube germinatif a l'extremite du grand axe de la spore;
2: apparition du tube germinatif en position laterale; 3: debut de la protrusion du tube
germinatif; 4 et 5: formation de l'ampoule germinative; l'ampoule de la spore de droite de
de la photo No 5 commence a se differencier en un apex; 6: croissance apicale plus avancee;
7 et 8: differenciation de deux apex sur une ampoule. La longueur des traits noirs represente
10 ßm.

5. Etude ultrastructurale de la paroi sporale, lors de la maturation
et de la germination

5.1 Maturation

On distingue deux couches dans la paroi des jeunes spores non pigmentees
(pi. IV, 1 et fig. 4, 1). La couche externe (A) est mince (30—40nm en moyenne
chez les spores tres jeunes), d'apparence floconneuse et tres opaque aux electrons.
La couche sous-jacente (B) est tout d'abord transparente aux electrons. Son
epaisseur (110—140 nm chez les plus jeunes) augmente avec l'äge. En meme temps,
il s'y depose des inclusions plus opaques qui tendent ä s'accumuler vers l'exterieur
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Planche IV:
Ultrastructure. 1: parol d'une spore tres jeune, non melanisee; 2—3: parois de spores en voie
de maturation; 4: paroi d'une spore mure; 5: spore en germination (detail), explication: voir pi. V.
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Fig. 4:

Diagramme representant Devolution de l'ultrastructure de la paroi sporale de C. diplodiella
lors de la maturation. 1: spore tres jeune, non pigmentee; 2: spore en voie de maturation;
3: spore mure.

(pi. IV, 2 et 3, fig. 4, 2). Elles finissent par fusionner pour former une couche
d'apparence plus ou moins homogene chez la spore müre (pi. IV, 4 et fig. 4, 3).
Chez celle-ci, on observe en outre un couche interne (C), hyaline. II s'agit
probablement de la face interne de la couche precedente, epaissie, qui reste

transparente aux electrons.
La paroi de la spore müre dormante (pi. IV, 4 et fig. 4, 3) presente done trois

couches distinctes:

— une couche externe, A, de 30—40 nm, floconneuse, tres opaque aux electrons.
— une couche moyenne, B, de 200—260 nm, moins opaque.
— une couche interne, C, hyaline, de 80—135 nm.

Ces couches ressemblent, par leur nature et leur mode de formation, ä celles
decrites par Reisinger (1972) chez diverses especes de Dematiees, en particulier
Dendryphiella vinosa (Reisingeret Guedenet, 1968).

II n'est pas demontre que le materiel opaque aux electrons s'accumulant dans
la couche moyenne correspond au pigment apparaissant lors de la maturation.
Vu la coincidence des deux phenomenes, on peut toutefois considerer cette
hypothese comme tres plausible.

5.2 Germination

Comme nous l'avons dejä vu en microscopie optique, la „couche externe
melanisee" (comprenant ici les couches A et B) est rompue lors de la protrusion
du tube germinatif (pi. IV, 5 et V). Vu la continuite de la couche A ä proximite
du point de rupture, Tamincissement de la couche B ne peut etre dü ä retirement,
et on doit admettre que celle-ci est degradee.

Au premier regard, il semble que la couche C se prolonge pour former le tube
germinatif. En fait, nous observons, dans le tube germinatif et ä son voisinage,
une nouvelle couche (D), plus hyaline que C, de 40 nm environ. Dans l'apex,
eile occupe l'exterieur de la paroi. Elle se trouve, dans la spore, ä l'interieur
de la couche C. Elle n'y parait pas continue, et n'est pas visible ä l'oppose du
tube germinatif.
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Planche V:

Dessin d'une coupe d'une spore de C.diplodiella en germination. A, B, C: couches de la

paroi sporale; D, E: couches neoformees du tube germinatif; nr mitochondries; n: noyaux;
ll: inclusions hpidiques; re: reticulum endoplasmique.
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A l'mterieur de cette couche tres hyaline, on observe une strate discontinue,
E, de meme apparence que C, localisee au niveau du tube germmatif et ä son
voismage La couche C s'mterrompt en revanche en bordure de ce tube.

Nous pensons que les couches D et E sont deux couches neoformees lors de
la germination, et representent le debut de la formation de la parol du mycelium
vegetatif Le tube germmatif se formerait alors par protrusion ä travers la couche
C des deux couches D et E, et ne serait pas une extension, par intussusception,
de la couche C

Discussion

Tunan (1969) distingue trois Stades dans la germination un Stade physiologique
d'activation, sum d'un stade morphologique isodiametrique (gonflement) et d'un
Stade morphologique polaire (differenciation apicale) Chez C diplodiella, le gonflement

est peu marque Avant la rupture de la parol, on peut distmguer un premier
stade morphologique polaire, qui se manifeste par la differenciation de la parol
vegetative (D + E) dans la region du point d'emergence, et par la lyse de la couche B

(pi IV, 5 et V)
Suite ä la rupture de la parol sporale, ll se forme une ampoule germinative,

que l'on peut considerer comme un second stade morphologique isodiametrique
A partir de celle-ci vont se differencier un ou deux axes de croissance mycelienne
(second stade morphologique polaire) Cette derniere differenciation n'a pas lieu
ä 37°C et est fortement mhibee par le D-malate (Aragno, 1973)

La paroi sporale de C diplodiella presente deux couches ä l'etat immature
(non pigmente) et trois ä maturite Nous avons utilise la termmologie de Reismger
(1972) qui designe'des couches analogues chez les Dematiees par les lettres A, B

et C, en effet, la termmologie classique (cuticule, epispore, endospore, ou bien

paroi primaire, paroi secondaire) a ete etablie d'apres des observations en micros-
copie photomque, et ne peut etre sans autre apphquee ä l'ultrastructure II est

interessant de noter que les pycmdiospores melamsees d'une autre Spheropsidale,
Botryodiplodia theobromae Pat presentent une structure analogue des parois des

spores jeunes et matures (Ekundayo et Haskins, 1969)
On peut emettre deux hypotheses sur le mode de formation des couches B et C

de la spore mure

1) La couche B de la jeune spore s'impregne vers l'exterieur de substances

opaques aux electrons, tout en s'accroissant vers l'mterieur A maturite,
la partie interne non impregnee de ces substances forme la couche C

2) La substance formant la couche B de la spore müre s'mtercale entre les deux
couches de la jeune spore, repoussant ainsi la couche hyaline vers l'mterieur

La formation des parois du tube germmatif a donne lieu ä de nombreux travaux
Bartnicki-Oarcia (1968) distingue trois types
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I. La parol vegetative derive directement de l'extension de la paroi sporale,
ou de l'une de ses couches internes

II. Formation de novo de parol cellulaire sur un protoplaste nu (Phycomycetes
aquatiques, zoospores)

III Formation de novo d'une paroi vegetative sous la parol sporale

A cette epoque, on connaissait, germant selon le type I, des Fungi imperfecti
(Botrytis, Aspergillus), des Ascomycetes (Neurospora, ascospores et conidies) et
des Uredmees (Melampsora) Les zygomycetes etudies (Rhizopus, Cunning-
hamella, Gilberteila, Mucor) germent selon le type III, amsi qu'eventuellement
Fusarium culmorum (Marchant, 1966) quoique les resultats de cet auteur soient
mis en doute par Bartmcki-Garcia (op cit)

Depuis, la formation d'une nouvelle parol lors de la germination a ete observee
chez d'autres Deuteromycetes, en particulier chez Aspergillus nidulans (Border et
Trmci, 1970), Botrytis cinerea (Gull et Trmci, 1971, en contradiction avec
Hawker et Hendy, 1963) et Helminthosporium spiciferum (Reismger, 1972)
L'observation precise de la formation ou non d'une nouvelle paroi lors de la

germmation peut dependre du mode de fixation choisi (Border et Trmci, 1970)
Les travaux anteneurs concluant ä la contmuite de la paroi du tube germmatif
avec la paroi interne de la spore devraient etre repns en utilisant la fixation
preconisee par ces auteurs

Chez C.diplodiella (pi. IV, 5 et V), la paroi du tube est neoformee ä l'mteneur
de la spore, bistrate, localisee au voismage de la zone d'emergence II s'agit done
du type III de Bartnicki-Garcia.

Comme nous l'avons observe en microscopie optique, ll semble qu'il n'y ait
pas de structure germmative preformee, le tube pouvant apparaitre aussi bien en
position apicale que laterale Toutefois, l'aspect de la couche B au voismage
du pomt d'emergence suggere une lyse enzymatique En outre, la paroi du tube
ne se forme, dans la spore, qu'au voismage de ce pomt La localisation du pomt
d'emergence ne se fait done pas au hazard d'une rupture de la parol, mais doit
etre determmee avant.

Conclusions generates

L'etude de la germination des pycnidiospores de C.diplodiella (Aragno, 1973,
1974 et le present travail) nous aura permis de resoudre en partie les problemes poses
au depart

Les conditions optimales de la germination correspondent bien aux propnetes
du milieu offert par la pulpe des raisms en voie de maturation. Le caractere
parasitaire s'expnme prmcipalement par la necessite d'un activateur specifique pour
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briser la dormance, l'acide L(+)tartnque, qui est un composant caracteristique de

l'höte Le processus de la germination a ete divise en un certain nombre de phases,

morphologiques et physiologiques. Si le mecamsme de l'activation n'a pas ete
elucide, nous avons mis en evidence certames de ses proprietes interessantes, telles
son mdependance vis-ä-vis de Toxygene et sa sensibilite differencielle vis-ä-vis de

divers mhibiteurs metaboliques
Nous esperons, par notre modeste contribution, avoir apporte un peu de

lumiere sur le phenomene de la germination chez le champignon du Coltre Nous

croyons que C diplodiella est un materiel digne d'etudes plus poussees. La simplicite,
la specificite et l'unicite du mode d'activation permettent de poser clairement le

Probleme du passage de l'etat dormant ä la vie vegetative chez cette espece, dont
la germination est un bon exemple de relation „simple" entre un parasite et son
höte

Resume

Lors de son individualisation, la pycmdiospore de C diplodiella ne renferme
qu'un noyau Une culture monosporee sera done genetiquement homogene.

Lors de la maturation des spores, la germmabilite en presence d'acide tartnque
est acquise en moms de trois jours, et la melamsation de la parol en 6 jours
environ

Une partie des spores est emise spontanement hors des pyemdes. Toutefois
l'immersion dans une solution de concentration mfeneure ä 0,4% NaCl provoque
une emission beaueoup plus importante, atteignant son maximum dans l'eau
distillee.

Morphologiquement, la germination se manifeste par un gonflement peu
marque de la spore (15% du volume environ), suivi de la protrusion du tube
germmatif. Celui-ci forme tout d'abord une ampoule, ä partir de laquelle se

differencient un, voire deux axes de croissance apicale.
La paroi des jeunes spores est bistrate, alors qu'elle presente trois couches

ä matunte Lors de la germination, la parol du tube est neoformee ä l'mteneur
de la paroi sporale, dans la zone de rupture de celle-ci.

Summary

The pycmdiospore of C diplodiella contains only one nucleus at formation.
Hence, a smgle spore culture will be genetically homogeneous.

In the maturation process, germrnability in tartaric acid is acquired in less than
three days, melanization m about six days.
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A part of the spores is spontaneously discharged out of the pycnidia
Immersion m diluted NaCl solutions (less than 0,4%) leads to a more important
discharge which is maximum m distilled water

Morphologically, germination begins by a weak swelling (about 15% in
volume) followed by the germ-tube protrusion The latter forms first an ampulla
which ongmates one, sometimes two axes of apical growth

The young spore wall consists of two layers, the mature one of three layers
During the germination, the tube wall is newly formed withm the spore wall,
m the rupture zone

Zusammenfassung

Die Pyknosporen von Cornelia diplodiella enthalten wahrend ihrer Bildung
nur einen Kern, eine Emsporkultur ist deshalb genetisch homogen

Wahrend der Sporenreifung wird die Keimfähigkeit m Weinsaure in weniger
als drei Tagen erreicht, die Melanisierung der Sporenwand benotigt etwa 6 Tage
Ein Teil der Sporen wird spontan aus den Pykmdien ausgeschieden, in einer
NaCl-Losung von weniger als 0,4% ist die Sporenausscheidung viel grosser und
in destilliertem Wasser am grossten.

Die Keimung macht sich morphologisch durch eine geringe Quellung der Spore
(ca. 15% des Volumens) bemerkbar, gefolgt vom Austritt des Keimschlauches
Dieser hat zunächst die Form einer Blase, aus der sich eine bis zwei Achsen apikalen
Wachstums entwickeln.

Die Wand der jungen Sporen ist zweischichtig, diejenige der reifen Sporen
dreischichtig Bei der Keimung wird die Wand des Keimschlauches im Innern der
Sporenwand m der Bruchzone neu gebildet

Outre les personnes dejä citees dans la premiere partie de ce travail, et auxquelles nous
reiterons nos remerciements, nous tenons a expnmer ici notre gratitude au prof I Mangenot
et au Dr O Reisinger, de l'Universite de Nancy, dont les conseils ont ete une aide precieuse
dans ^interpretation de l'ultrastructure de la paroi sporale

Notre collegue J Keller a realise les coupes et electromicrographies qui nous ont permis
d'etudier quelques aspects ultrastructuraux de la spore de C diplodulla Qu'il trouve ici
l'expression de notre reconnaissance

320



Bibliographie

Aragno M 1967a I ormation et evolution de l'asque chez Rhytisma acerinum (Pers.) Fr.
Bull Soc. Bot Suisse 77, 173-186

- 1967b I*ormation des ascospores plurinucleees chez Sarcoscypha coccinea (Scop. ex Fr.)
Lambotte Nova Hedw 14, 571—583

- 1973. Etude de la germination des pycnidiospores de Cornelia diplodiella (Speg.)
Pet et Syd agent du coitre de la vigne I Conditions de la germination. Bull Soc. Bot.
Suisse 83 (3) 223-251

— 1974 Etude de la germination des pycnidiospores de Cornelia diplodiella (Speg.)
Pet et Syd agent du coitre de la vigne. IE Etude du processus de la germination.
Bull. Soc Bot. Suisse 84 (1) 53 — 72.

Bartmcki Garcia S 1968. Cell Wall Chemistry, Morphogenesis, and Taxonomy of Fungi.
Ann Rev Microbiol 22, 87 — 108

Border D et A P J Trinci, 1970 Fine structure of the germination of Aspergillus mdulans
conidia. Trans Brit Mycol Soc 54, 143 — 152

bkundayo JA et RH, Haskins, 1969 Pycnidium production by Botryodiplodia theobromae.

II. Development of the pycnidium and fine structure of the maturing pycnospore
Can J. Bot 47, 142 3

I aes H et M Staehelin, 1935 Le coitre de la vigne (Coniothyrium diplodiella)
Progr Agric et Vitic 56, 108, 134, 158, 187, 258, 281

Gull K et A P J Trinci, 1971 Fine structure of spore germination in Botrytis cinerea.
J. Gen Microbiol 68, 207-220.

Hawker L.f et R J Hendy, 1963 An electron microscope study of germination of conidia
of Botrytis cinerea J.Gen Microbiol. JJ, 43—46

Heim P 1952 Observations sur le noyau des Ascomycetes Rev Mycol. 1 7, 3 — 38.

Istvanffi G. 1902 Etudes sur le rot livide de la vigne (Coniothyrium diplodiella)
Ann Inst Centr. Ampel Hongr 2, 288 pp Pallas, Budapest.

Marchant R 1966 bine structure and spore germination in Fusarium culmorum
Ann Bot. 30, 441-446

Reisinger O 1972 Contribution ä l'etude ultrastructurale de Fappareil sporifere chez

quelques hyphomycetes a paroi melanisee Genese, modification et decomposition.
These, Universite de Nancy I 192 pp, 65 pi

— et J C Guedenet, 1968 Morphologie ultrastructurale et criteres taxinomiques chez

les Deuteromycetes. I. Les parois sporales chez Dendryphiella vinosa (Berk et Curt

Reisinger Bull Soc Myc 1 r 84 19-26
TurianG. 1969 Differenciation fongique Monographies de Physiologie Vegetale, 5,

144 pp Masson, Paris

Michel Aragno
Laboratoire de Cryptogamie
Institut de Botanique
11, rue E -Argand
CH-2000 Neuchätel 7

321


	Etude de la germination des pycnidiospores de Coniella diplodiella (Speg.) Pet. et Syd., agent du coître de la vigne. III. Formation et maturation des spores : évolution de la paroi sporale lors de la maturation et de la germination

