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H I S T O R I Q U E  

1 INTRODUCTION ------------ ------------ 

Les charbons e t  les caries ( ~ m u t ,  brunt, brandpilze, carbone, 
gal avnia, anthrakes , davl i tes etc.. . ) sont des maladi es des pl antes provo- 
quées par des charilpignons appartenant au groupe des Usti 1 agi na1 es (Zambettakis, 
1970). De nombreuses espèces provoquent chez 1 es végétaux supérieurs q u  ' i 1s 
parasi tent , des troubles du métabolisme de 1 a différenciation ce1 lulaire e t  

de 1 a croissance ; par exernpl e ,  Usti 1 ago hypodi tes ( F r .  ) est responsable -- 
du gigantisme de l a  tige du brome, alors que Ustilaco - paraguariensis - (Sp . )  
en s'attaquant aux entrenoeuds supérieurs des tiges de Cynodon w l o n  - (Pers.) 
bloque leur développement e t  empêche 1 eur floraison (Zambettaki s,  1963). 

Ustilago violacea (Pers.) Rouss. se rencontre à la fois en Europe, 

en Asie, en Afrique e t  en Amérique ; on peut l e  trouver sur plus de 100 
espèces de Caryophyllacées (Viennot-Bourgi n ,  1949) e t  son action sur 
Silene alba (Miller) E.H.L.Krause e t  Silene dioica ( L . )  Clairv. observée -- 
dès 1888 par Giard a suscité de nombreux travaux (Nang, 1934, Baker, 1947, 

Novat, 1967, Evans e t  Wilson, 1971 etc...). 
. " 

11 BIOLOGIE DU CHAMPIGNON ...................... 
-----------------dm--- 

a) C ~ c l  e de développement de 1 'Usti 1 ago viol acea (Pers .) Rouss. 

Les téliospores de 1 'Ustilago violacea se forment en quantité 
considérable dans les anthères de Silènes parasitées. Elles son t  de couleur v 

brun  violacé, leur paroi es t  réticulée, leur forme arrondie, leur t a i l l e  

varie de 4 à 14 p q de diamètre. 

Le cycle de développement du champignon comporte, selon Chadefaud e t  col1 
(1963) deux phases successives, 1 'une e t  1 'autre sporophytiques, séparées 
par une périttogamie (fig.  1).  La phase primaire est  engendrée par les spori- 

dies provenant du promycel ium que l a  téliospore émet à l a  germination. Ces 



F i g .  1 : Cycle des U s t i l a g i n a l e s  (se lon  Chadefaud e t  col1 . , 1953). 

1. Le cycle des Ust i laginales  : P (+) e t  P (-), phase p r i ~ a i r e  (= colonies  

de c e l l u l e s  levurifon-es haploïdes, l e s  unes ~ o s i t i v e s ,  l e s  au t res  négat ives)  ; 

g, copulation (=  peri t t37anic)  de deux c e l l u l e s  ae l a  phase o r i n a i r e ,  l ' une  (t), 

l ' a u t r e  (-) ; S, phase secondaire (=nycél iun dicaryot ique,  paras i te )  ; 

f l s  f r u i t  ch3rbonneux avec jeunes spores charbonneuses, encore à dicaryon ; f 2 ,  

f r u i t  charbonneux plus 2 9 5  ; spores charbonneuses ( sp)  devenues d ip lo ïdes ,  par 

une caryogariie ; o s ,  zrchéoSaside ccnver t ie  en m 'organe  sporidien,  producteur 

de sporidies  ( s ) ,  l e s  unes (t), l e s  a u t r e s  ( - ) ,  d'où deriveront de nouvelles 

colonies de c e l l u l e s  l evur i fomrs .  Souvent, a;. l i e u  de produire ces  co lon ies ,  l e s  

spor id ies  se  conjuguent e l l e s - ~ 5 - e s  e n t r e  e l l e s ,  chaque s ~ o r i d i e  (+! avec une 

sporidie  ( - )  ; - 2. Chez 1'Ustilago du S a l s i f i s  (=  U.  t r a g o p c ~ o n i s ) ,  t r a n s f o r -  

mation d'une c e l l u l e  dicaryon en une spore charbonneuse diplûlde ; - 3 .  Chez 

l e  Sorosporiun de l a  S?:2raire (= S.  saponariae) ,  jeune f r u i t  char~onncux,  forné 

par une f u s s e  cocpacte l e  spores charbonneuses, dans un o6ridiun c~:,posé d'hyphes 

(qui ensu i te  se q é l i f i c - t )  ; - 4. Chez 1 'Urocystis du Seis le  (=  U .  o c c u l t a ) ,  

p e t i t  f r u i t  cb~rionneux fon-6 de quelques spores charYonneuscs agglor;érCes, cntou- 

rSes d'un péridiun cc-.rcs$ de ce l lu lcs  s t é r i l e s ,  hyalines ; - 5. Phase prir,;aire 

de 1'Ustilago v i o l ~ c c ~ ,  des f l eurs  dü Lychnis dioïque : a ,  c e l l u l e  1cvuriforr:e 

bourgeonnant une c e l l u l e - f i l l e  (pas de 1 ip ides )  ; b ,  copulation de deux ce1 l u l e s  

~ e v u r l f o r n e s  ( r i ches  en qlohules 1 ipidiqucs) .  



sporidies sont des ce1 lules haploïdes, levuri formes, qui se mu1 tipl ient 
par  bourgeonnement ; lorsqu'elles s'unissent deux a deux pour former des 
cellules â dicaryon, c'est la périttogamie. 

Au cours de la phase secondaire, l e  mycel ium dicaryotique engendré 
par les cellules à dicaryon se développe en parasite dans les tissus de 
la plante hôte e t  produit des spores charbonneuses appelées selon les  auteurs 

té1 iospores , té1 eutospores ou ch1 amydospores . Lorsque 1 es spores sont 

1 i bérées, el les germent e t  produisent un organe sporidien (probaside ou 
promycel ium) producteur de sporidi es e t  1 e cycle recommence. 

b )  Germination des téliospores 
Chez les Usti 1 agi nées, 1 es té1 iospores comme les téleutospores 

des Uredinées se maintiennent pendant la période de vie latente sous forme 
binucléée, (Heim, 1971) e t  non uninucléée comme i l  a été admis par Wang 
(1932) e t  Chadefaud e t  col 1 . (1963). 

I l  n ' a  pas été établi d'une façon certaine à quel endroit (télios- 

pore ou promycélium) s'effectue la  première division du noyau, n i  3 quel 
moment s 'accomplit 1 a réduction chromatique. Diverses hypothèses on t  été 
avancées ; selon llang (1932) la première division du noyau ( 2  n )  e s t  
réductionnelle, el le a lieu au moment de la production du promycelium. L 'un  
des deux noyaux f i l s  passe dans ce promycél ium où s'effectue la deuxième 
division. Les travaux de Heim (1971) révèlent qu 'au  moment de la germination 
de la spore, 1 'enveloppe sporale se déchire e t  dégénère sur place. Le 
contenu ce1 1 ul aire, cytoplasme e t  noyau, s 'étale en un promycel ium e t  

c ' es t  dans cette masse, autour de laquelle quelques résidus de membranes 
en dégénérescence sont encore vi si bles , qu 'ont 1 ieu les d i v i  sions nucl eaires . 

Si les auteurs ne sont  pas d'accord sur l ' é t a t  caryologique de la 
téliospore n i  sur les différents moments e t  lieux des divisions nucléaires 
au cours de la  germination, i l s  sont unanimes pour admettre que théoriquement 
l a  spore germe en u n  tube ( l e  promycelium) q u i  se partage en trois ou quatre 
ce1 1 ul es émettant chacune une ou plusieurs sporidies hyalines uninucl Mes.  

Hassan e t  MacDonald o n t  montré en 1971 que les téliospores d'Usti- - 
lago violacea peuvent germer dans des anthères encore fermées : lorsqu'on 
les met en suspension dans l'eau dis t i l lée  à 1 8 O C  la germination commence 
après 4 heures 15 minutes. Les promyceliums qui en résultent comprennent 



deux à trois cellules, rarement quatre ; ces dernières émettent des sporidies 

qui se multiplient végétativement toutes les 45 minutes (Poon e t  Day, 1974). 

Le pourcentage de germination des téliospores n'est pas affecté 
par 1 a teneur du mi 1 ieu en glucose ou en mal tose (entre O e t  5 X )  n i  par 
la lumière. Par contre, i l  varie en fonction du pH (optimum 6,6) e t  en 
fonction de l'âge des téliospores (40 à 50 1 de germination après deux 
ans de conservation) (Hassan e t  flacrlonal d ,1371). Selon ces auteurs, la 
mei 1 leure germination s'obtient dans 1 'eau stéri le,  alors que pour 1 'Ustilago 
striiformis certaines substances tel les que le benomyl favorisent la 
germination e t  la croissance (Robinson e t  Hodges, 1973) .  

c)  Formation des dicaryons 
Les sporidies haploïdes émises par les cellules promycéliennes 

sont de signe (+) e t  (-); elles se conjuguent entre elles pour devenir 

des dicaryons (Viennot-Bourgin, 1964). Cette conjugaison peut aussi se 
produire entre les sporidies secondaires issues de la mu1 tipl ication végé- 

tative des primaires. On peut aussi observer des conjugaisons entre une 
sporidie e t  une ce1 lule promycél ienne, entre deux articles d ' u n  même promy- 
célium, ou entre deux promycéliums différents (Poon, Martin e t  Day, 1974). 
La conjugaison peut débuter après 2 heures 30 minutes mais à 20 ou 2 2 O C  . 
40 % seulement des cellules fusionnent après 6 heures de contact. Une 

étude approfondie du phénomène montre qu'il  se réalise en cinq phases : 

- appariement des ce1 lules de types opposés, 

- développement d'ampoules copulatrices sur chacune des cellules 
en leur point de contact, 

- él ongation de ces ampoules copulatrices s 

- dissolution des parois e t  membranesplasrniques au point de 
contact e t  formation d ' u n  tube, 

- élongation du tube de conjugaison 

d )  Mycel i u m  dicaryotique 
Si 1 'Ustilago violacea peut être cultivé en milieu synthétique 

sous sa forme asexuée, l e  mycel ium dicaryotique qui provient de la conjugai- 
son des sporidies (t) e t  (-) ne peut pas se développer en dehors de la 

plante h8te, c 'est  donc un parasite s t r i c t  (Baker, 1948; Clement e t  coll., 
1969; Hassan e t  MacDonald, 1971). 



Dans 1 'e3u qél osé? 1. 1om5 sporidies conjuguées peuvent éniettre ' 

48 heures après la fusion,une courte hyphe mycélienne qui dégénère en 

produisant des sporidies quatre jours plus tard (Day e t  Jones, 1968). 
L'examen microscopique de différents organes d'une plante parasitée révèle 
que l e  myc61ium dicaryotique est présent dans les anthères, abondant dans 
les espaces intercellulaires à la base de l'ovaire e t  entre les cellules 
parenchymateuses adjacentes aux t i  ssus conducteurs ; dans 1 es tiges, l e  dé- 

veloppeinent du mycélium est plus important au niveau des noeuds que dans 

les entrenoeuds (Hassan e t  MacDonald, 1971) ; i l  serait  également présent 
dans les racines, où Baker (1947) pense qu'il peut subsister pendant 

plusieurs années e t  être .à 1 'origine de nouvelles fleurs parasitées tous 
les ans. 

II 1 i3~Q3Q~'E-QE-slïE~E-~ (Mi 1 1 er)  E . H . L . Krause ET ....................... 
SILENE DIOICA ( L . )  Cl ------------ ------------ 

Silene - alba e t  Silene dioica sont deux espèces dioïques apparte- 
n a n t  à la fami 1 l e  des bryophyll acées . Ce sont les hôtes habi tue1 s de 

l 
1'Ustilago violacea ; Linne les avait décrites comme espGce comune I 

Lychnis dioica ( L . )  avec les deux sous-espèces, celle à fleurs rouges e t  

ce1 le  à f 1 eurs blanches (Flore de France : Bonnier, 1948). 

Ces espèces o n t  été séparées du genre Lychnis parce que l e  nombre 
de dents des capsules est  double de celui des styles (Flore de Belgique, 
du G.D.  du Luxembourg etc.. . , 1973). 

l 
Contrairement à la plupart des S ilènes dont  les capsules présentent 1 

des cloisons pl us ou moins importantes à la base, les  deux espèces q u i  nous l 

intéressent n'en présentent pas; ceci a permis à certains auteurs de les  i 
ranger dans le genre Me1 andri uin (Flora Europaea, 1964). Sel on cette flore,  

Silene - alba (Miller) E.H.L. Krause ou Melandrium album (Miller) Garcke est  
une plante dioïque, vivace e t  parfois annuel le  ; el l e  peut avoir 80 cm de 

hauteur avec de nombreuses ramifications. Les tiges sont garnies de poils 1 
mous e t  glanduleux. Les feuil les sont ovales e t  pointues aux extrémités, 
les caul inaires son t  sessiles. L I  inflorescence est une cyme 1 âche avec 
de grandes fleurs légèrement parfumées, s'ouvrant l e  soir. Le calice des 



i 

fleurs mâles mesure 15 à 22 mm e t  porte 10 nervures, celui des fleurs femelles. 1 
pl us ou moins gonflé, mesure 20 à 30 mm e t  porte 20 nervures. 
I Les pétales sont généralement blancs, les styles sont au nombre de cinq 1 

i et  l a  capsule (10 à 15 mn) de forme ovale s'ouvre par dix dents. C'est une 
plante qu'on retrouve dans toute 1 'Europe, de préférence dans les champs 1 

1 
cultivés . 

Silene dioïca ( L . )  Clairv. ou Melandrium dioïcum ( L . )  Cosson e t  Genn. 1 
ou blelandrium rubrum (1Jeigel) Garcke, ou Me1 andriurn sylvestre (Schkuhr) R6hl. I 

Cette plante est semblable à -- Silene a l b a ,  mais e l le  est surtout 
vivace. Les tiges sont peu gl andul euses, les feui 11 es largement ovales, 
les fleurs rouges s'ouvrent le  jour. Le calice mesure 10 à 15 mm, les  
dents sont largement triangulaires e t  la capsule (10 à 15 mm) globuleuse 
e t  ovoïde s'ouvre par des dents recourbées. El le v i t  dans les sous-bois 
e t  on la retrouve dans la plupart des pays européens. 

IV MODE D' INFECTION PAR LES USTILAGO .................................. .................................. 

Viennot-Bourgin (1954) pensait que la dissémination du champignon 
pouvait se faire par  l e  vent, la pluie e t  les insectes. D'autres recherches 
ont été entreprises pour tenter de déterminer comment le  parasite s'introduit 
dans la plante hôte. 

- - 1 
a )  Infection par les araines 

Des 1883, Brefeld suggérait que les graines pouvaient être 1 'un 
des moyens de transmission de 1 'Ustilago violacea. Cette hypothèse a etc 
discutée par Baker (1948) e t  Giul iano (1964) ; toutefois, les expériences 
de Hassan e t  MacDonald (1971) montrent que ce moyen de contamination est  
peu probable dans 1 a nature. Cependant, Wanderwal 1 e (1935) en injectant a r t i  - 
f i  ciel 1 ement du mycel ium charbonneux d '  Usti 1 ago - nuda dans les embryons de 
graines d'orge a obtenu des plantes parasitées ; de même, Veenenbos e t  
Brandsma (1957) en éprouvant 1 'activité de divers fongicides ont observe 
14 % d'infection après avoir enrobé de spores des semences humides. 



b)  Infection par les plantules 
l Certains chercheurs ont  ontr ré que l'épiderme fragile des plantules 

pouvait être une voie de pénétration du parasite. Par exemple, Iilanderwalle 
e t  Soinniereyns (1965) en trempant des col éopti les d 'orge sectionnés dans une 

suspension aqueuse de spores d'ustilago nuda obtiennent 50 % de plantes 
charbonnées. De même, Day e t  Jones (1968) en injectant à la seringue une 

suspension concentrée de sporidies diploïdes dlUstilago violacea, à 1 'ais- l 

sel le  de jeunes feuilles de plantules de Silene - alba obtiennent 80 % à 100 % 

de plantes parasitées. Enfin, Hassan e t  MacDonald (1971) o n t  réalisé des 
infections sur des plantules de Silene.dioïca (25 mm) en les trempant 
dans une suspension de téliospores dlUstilago violacea ; après 6 heures de 
contact avec les spores, chaque plantule est transplantée dans u n  peti t  
p o t  contenant du sol indemne de contamination : 10 mois plus tard, toutes 
fleurissent e t  30 plantules sur 35 sont infectêes. 

c) Infection par les fleurs 
Nielsen (1968) a obtenu des épis charbonneux d'orge après inocula- 1 

t ion à la seringue, dans les fleurs, de myc6lium dicaryotique diUstilago 
nuda isolé sur mi1 ieu synthétique, - 

MacDonald e t  Hassan (1971) après avoir inoculé une suspension 

de chlamydospores diUstilago violacea dans les fleurs de Silene - alba 
maintiennent 1 es pl antes en fleurs toute 1 'année en 1 es plaçant en serre 
à 18°C e t  en les éclairant 18 heures par jour. Dans ces conditions, s i x  
pieds mâles sur huit e t  un pied femelle sur huit présentent dix mois plus 1 

I 

tard 1 es symptômes caractéristiques de 1 ' infection. i 
d )  Infection par  les  bourgeons 

Radulescu e t  Munteanu (1967) montrent que 1 ' injection d'une sus- 
pension de spores diUstilago maydis dans de jeunes bourgeons du maïs permet 
d ' infecter les plantes à n '  importe quel 1 e étape de leur développement. 
D'ai 11 eurs , les travaux de Becerescu (1973) sur de nombreuses espèces 1 
diUstilago (Ustilago nuda, Ustilago tri t ic i  , Ustilago nigra, Ustilago hordei) 
montrent que la pénétration des parasites peut se faire par les bourgeons, 
les plantules ou les fleurs, mais q u ' i l  n'est pas possible, par les méthodes I 
classiques, de prêciser s i  la pénétration des champignons se f a i t  préférentiel- 1 
lement par un organe ou un autre. l 



I 

1 
En ce qui concerne 1 'Ustil ago viol acea, certains auteurs pensent 

que l'infection aurait lieu par la région apicale de la plante hôte, puis 
I 

l e  mycélium passerait directement dans les organes floraux : le  cycle de 
développement du champignon s 'effectuant entre 1 e pédoncule floral e t  les 

l 

anthëres (Giul iano, 1964). Cette hypothèse, déjà formulée p a r  Vuil lemin 
en 1891, est  reprise par Hassan e t  FilacDonald (1971) ; en effet ,  en injectant 1 
une suspension concentrée de spores dans des bourgeons de Silene alba 
cultivé en serre, ces auteurs o n t  constaté que huit mois pl us t a r d ,  six 

pieds mâles sur huit e t  un pied femelle sur huit présentaient les symptômes l 

caractéristiques des pl antes parasi tées. 
Des tentatives d'infection ar t i f ic iel le  par les feuilles ou les l 

tiges n ' o n t  donné aucun résul ta t  positif,  1 e rnycél ium dicaryotique semblant 
incapable de pénétrer dans les tissus adultes de Silene - al ba (Blaringhem,l923). i 

l 

Ainsi, les organes les plus favorables à la pénétration du parasite 

sont 1 es bourgeons, 1 es fleurs, les plantules e t  éventuel 1 ement les graines. 
i 

11 est  possible d'infecter artificiellement une plante par  injection de 

ch1 amydospores . 

V MODIFICATIONS MORPHOLOGIQUES PROVOQUEES PAR LE CHAMPIGNON 
......................................................... 

1 Il es t  très rare qu'après une infection parasitaire la plante 

1. se développe normalement ; l e  pl us souvent on assiste à des troubles du 
métabolisme qui peuvent se traduire par des modifications morphologiques. 
L'Ustilago kolleri ( W . )  qui parasite Avena sativa (L,) détruit la partie 
interne de la base des épillets (Zambettakis, 1970). 1 'Ustilago hordei (Pers.) 

K.S. responsable du charbon, de 1 'orge, hypertrophie les épi1 l e t s  avant  que 
les épis parasités se distinguent par leur teinte noirâtre (\!ang, 1934). 

L'action de 1 'Ustilago violacea sur Silene - alba e t  Silene dioica 
varie selon qu'il s'attaque aux pieds mâles ou femelles. Sur  les pieds 

1 mâles, l e  champignon apparaît dans les anthères qui prennent 1 'aspect 
charbonneux bien avant 1 'eclosion des boutons floraux (Baker, 1948; 
Mani , 1964) : 1 es anthères se transforment en vésicules de teinte violacée, 
bourrées de spores q u i  occupent la place de grains de pollen. Dans certains 
cas, les plantes parasitées sont  aussi atteintes de nanisme (BAKER, 1948; 
EVANS e t  col1 ., 1971), mais les symptômes de l'infection ne sont vraiment 



I caractéristiques qu'au moment où les antheres éclatent e t  libèrent les 
spores (fig. 113 e t  4 ) .  

l Les pieds femelles parasités sont stéri les,  les ovaires se 

1 developpent anormalement, leur ta i l  l e  es t  réduite ; i l s  sont de forme 

1 al  longée e t  portés par un pédoncule qui reste grêle. En même temps, les 

l fleurs femelles différencient des étamines, ce q u i  leur donne 1 'aspect 

I de fleurs hermaphrodites (Baker, 1947). Ces étamines sont bourrées de 

I spores charbonneuses e t  i 1 semblerait qu 'el 1 es soient les seuls organes c'ans 
lesquels l e  champignon soit  capable de développer ses organes reproducteurs 
(fig. I l l  e t  2). 

VI FACTEURS HORMONAUX 

Différents auteurs ont étudié 1 'action de certaines hormones 
sur le  développement de Silene - alba. D'autres ont analysé les facteurs 

I de croissance secretés par 1 'Ustilago violacea. 

a) Action des hormones sexuel l es animal es 
Love e t  Love (1945) o n t  étudié 1 'action de l'oestrogène e t  

de la testostérone sur le  développement des plantes dioïques, en particulier 
Si 1 ene. al ba . S ' i 1 s appl i quent sur 1 es bourgeons de 1 a 1 an01 i ne contenant 
de faibles doses (0,0005 à 0 , l  %) de ces hormones, 60 % des plantes meurent ; 
parmi les plantes q u i  survivent, le  nombre q u i  présente des déformations 
varie selon 1 a concentration e t  la nature de 1 ' hormone. L'oestrogène, hormone 
femelle, n'affecte pas les pieds femelles du Silene - alba quelle que soit  
sa concentration ; par contre, la testostérone a la dose de 0,01 % les 
rend hermaphrodites. 

Inversenient, 1 es pieds mâles t ra i tés  à 1 'oestrogène produisent 
u n  ovaire alors que la testostérone ne les affecte pas. 

Malgré ces anomalies, i l  n'y a pas formation de grains de pollen 
dans les anthères e t  les ovaires restent stéri les ; cela permet cependant 
de constater qu'un traitement chimique peut modifier le  sexe des plantes 
dioïques. 



Figure I I  : Fleurs de si1 ènes et modifications morphologiques provoquées 
par 1'Ustilago violacea. 

1. fleur femelle saine 

2. fleur femelle parasitee 

3. fleur niâle saine 

4 ,  fleur mâle parasitée 



b) Production d 'A  1 A (acide indolyl -acétique), d '  1 A N (indol- 
acéto-ni t r i l e  e t  d'A G (acide gi bberell ique) 

L'analyse d ' ex t r a i t  alcoolique de Silene - alba a permis de mettre 
en évidence la  présence d'A 1 A e t  d 'A G dans les  plantes saines ou 
infectées ; mais i l  y a plus d 'A G dans l e s  plantes saines,  ce q u i  explique- 

r a i t  peut-être l e  nanisme observé par Evans e t  Wilson (1971). Ces 
auteurs n'ont retrouvé ni d 'A  G ni d 'A 1 A dans l e  milieu de cul ture  des 
téliospores de 1 'Ustilago violacea, mais i l s  constatent l a  présence d ' I  A N .  

Toutefois, l 'appl icat ion exogène de ce n i t r i l e  à une plante saine ne provoque 

chez e l l e  aucun trouble. 

Les travaux de Hirata (1957) e t  de Novat (1967) ont montré que 
1 'Ustilago violacea synthétise de 1 ' A  1 A ,  mais rien ne prouve que c e t t e  
substance s o i t  responsable des modifications observées sur 1 es pl antes 
parasitées.  De même, l e s  ex t r a i t s  aqueux de stigmates de Silene alba -- 
possèdent une a c t i v i t é  auxine-oxydasique ; chez l e s  pl antes saines, l e s  
sépales des f leurs  mâles contiennent beaucoup plus d'anthocyane que l e s  
sépales des f leurs  feniel l e s  mais, après infection, l e  taux de ce pigment 
e s t  presque sembl ab1 e dans 1 es f leurs  des deux sexes (Gary e t  Sagi , 1960). 

VI1 CONCLUSION ---------- ---------- 

L'action parasi ta ire  de 1 'Ustilago violacea sur l e s  s i lènes - 
a retenu 1 'a t tent ion de nombreux phytopathologistes ; en recherchant des 
expl icat ions au phénomène de castrat ion parasi t a i r e ,  i 1 s ont fourni de 

précieuses indications sur l a  biologie de Silene alba e t  Silene diotca e t  - 
sur ce1 l e  de 1 'Usti lago violacea. 

Malgré l e s  résu l ta t s  obtenus, l e s  relat ions hôte-parasite res ten t  
encore bien imprécises e t  1 'on ignore toujours pourquoi 1 ' U s t i l a ~  violacea 
ne développe ses  organes reproducteurs que dans l e s  anthères, ou pourquoi 
1 a présence du  champi gnon provoque 1 a différenciation d 'anthères dans 1 es 
f leurs  femelles. Certes, des études génétiques ont montré que ces modifica- 
t ions f lo ra l e s  peuvent apparaître spontanément a u n  taux t r è s  f a ib l e  sur 
des plantes saines,  ce qui a f a i t  penser à Hassan e t  MacDonald (1971) qu ' i l  
s 'agi  r a i t  d '  un caractère chromosomique apparu à 1 a sui t e  d ' une infection, 



caractère récessif qui ne s'exprimerait qu'après plusieurs générations. 

11 s ' a g i t  donc d'un problème complexe dont 1 'étude e s t  d i f f i c i l e ,  
d 'autant plus que l a  période de végétation des Silènes e s t  relativement 
courte. De plus, dans l e s  conditions naturel les ,  de nombreux facteurs 

échappent au contrôle des chercheurs : nous avons pensé que les  techniques 

de culture "in vi t ro" nous permettraient d 'é tudier  ces phénoniènes dans des 
conditions plus rigoureuses. 



C U L T U R E  Ibl VITM D E  L ' U S T I L A G O  V I O L A C E A  

Pour étudier 1 es relations "hôte-parasi te" dans des condi tions 

d'asepsie rigoureuse, i l  nous a fa l lu  d'abord étudier in vitro l e  dévelop- 
penient de la  phase haploïde saprophytique du cycle du champignon e t  
obtenir des inoculums à pouvoir pathogène suffisant pour réaliser des 
infections expérimentales. 

Hassan e t  HacDonald (1971) o n t  montré que les té1 iospores de 
1 'Usti 1 ago violacea germent mieux dans 1 'eau dis t i  11 ée que dans une solution 

glucosée ( 5  %) ou dans 1 ' ex t ra i t  de malt ; toutefois, pour réaliser nos 
expériences, i l  é t a i t  intéressant de disposer à t o u t  moment d 'un  inoculum 
capable d'infecter une plante saine. L'eau d i s t i l l ée  par suite de phénomènes 
de carence ne permet pas l a  culture indéfinie du champignon. 11 a donc 

fa l lu  rechercher u n  milieu plus riche susceptible d'entretenir le champignon 
sans provoquer de mutation ni a l térer  son pouvoir pathogène pour Silene - al ba. 

Nous avons comparé l ' e f f e t  de milieux ut i l i sés  habituellement, soi t  pour 

l a  culture des champignons (Sabouraud), soi t  pour  cel le  des cellules ou 
des tissus végétaux (Lescure, 1966) e t  Murashige e t  Skoog (1962). 

MILIEU DE SABOURAUD 

Peptone 

Glucose 

30 g . l - l  

30 g. l - l  



MILIEU DE LESCURE (1966) 

'1 COMPOSITION DU MILIEU 

l Nit ra te  de calcium Ca(N03)2, 4 H20 

1 Chlorure de potassium KCl 1 65. 1oe3 
I l i t r a t e  de potassium KN03 

Sul fa te  de magnésium MgS04, 7 H20 

1 Phosphate monopotassique KP04H2 I 500. 10 '~  

1 Phosphate dissodique Na2P04H 12 H20 l 97.  IO-^ 

Acide borique 

1 Iodure de potassium KI 

Sul fa te  de manganèse MnS04 4 H20 

1 Sul fa te  de zinc ZnS04, 7 H20 

Sul fa te  de f e r  Na:, EDTA 

Thiamine Vitamine BI 

Acide 2,4 dichl oro-phénoxyacétique (2,4 D )  

Saccharose 2 0 



MILIEU DE MURASHIGE ET SKOOG (1962) MODIFIE 

NH4 NO3 

K NO3 

CaCl , 2 H20 

Mg S04. 7 H20 

K H2 PO4 

ria2 EDTA 

Fe S04, 7 H20 

H3B03 

MnS04 4 H20 

ZnS04, 4 H20 

K I  

COMPOSITION DU MILIEU CONCENTRATION (g .1-') 
1 

~darnine(cas6i ne t r a i t é e  par 
l a  t ryps ine)  

G l  ycocol 1 e 

ELEMENTS FlINERAUX 

ELEMENTS ORGANIQUES 

Kinét ine 

I nos i  t o l  

Acide n ico t in ique  

Pyri doxi ne HC1 

Thiamine 

0,1 

Glucose I 30 



1 ETUDE DE LA GERMINATION DES TELIOSPORES ............................................ ............................................ 

a )  tlatériel e t  ftéthodes 

Les té1 iospores proviennent d ' anthères de f 1 eurs parasi tées  de 
Silene dioïca récoltées dans u n  bois aux environs de Li l le  e t  conservées 

pendant 6 mois dans des boites de ?étri  à l a  température d u  laboratoire 

Tous les  milieux de culture sont 1 iquides e t  contiennent 3 % 

de glucose e t  l e s  éléments n u t r i t i f s  de l a  solution de Murashige e t  Skoog, 
de Sabouraud ou de Lescure; une culture sur eau d i s t i l l é e  servant de témoin. 

Environ 1 ml de m i  1 i eu e s t  mis dans une mi crocuvette de 3 ml , placée dans 

une boite de Pétri. 
Les téliospores d ' u n  même bouton f lora l  sont réparties à 1 'aide 

d'une pince fine dans t r o i s  microcuvettes. Les cultures sont maintenues 
dans une pièce à 21 t 1°C.  

Le taux de germination e s t  évalué au microscope. Après homogénéi- 
sat ion,  1 goutte de culture prélevée à 1 'aide d'une pipette Pasteur es t  
mélangée à une goutte de bleu lactique pour ê t r e  observée entre lame e t  

lamelle. 

b )  Résultats exp6rtn:.rntaux a 

Le taux de germination des téliospores ainsi que l e  pourcentage 
de sporidies capables de se conjuguer ont é t é  évalués après 12 heures de 

culture (tableau 1) e t  après 5 jours (tableau 2). 



Tableau 1 : Pourcentage de germination des té1 iospores e t  de conjugai- 

son des sporidies compatibles après 12 heures de cul ture .  

MILIEU DE CULTURE 

Eau 

Murashige e t  Skoog 

Sabouraud 

Lescure 

MILIEU DE CULTURE GERMINATION CONJUGAISON 

Eau 66 % 15 % 

Murashige e t  Skoog 45 % 10 % 

Sabouraud 54 "/, 9 % 

Lescure 56 % 13 % 

Tableau 2 : Pourcentage de germination des téliospores e t  de conjugai- 

son des sporidies compatibles après 5 jours de cul ture .  

GERMINATION 

40 % 

37 % 

14 % 

39 % 

CONJUGAISON 

23 % 

25 % 

34 % 

26 % 



Les téliospores en germant produisent un  proriycelium qui se 

divise le  pl us souvent en deux ou trois ce1 1 ules sur lesquel les se forment 
les sporidies. Une fois libérées, celles-ci s'anastomosent deux à deux 
pour  constituer un dicaryon (Planche 1). Selon Hassan e t  MacDonald (1971), 

la germination peut s'observer dans 1 'eau au bout de 6 heures. Toutefois, 
dans nos expériences, ces téliospores ne germent qu'à partir de 12 heures, 
ce qui indique que la conservation (six mois au 1 aboratoire) retarde 
cette germination e t  explique qu'après cinq jours (Tableau 2 ) ,  le taux 
de spores en germination soit  encore éleve. 

Après leur formation, les promyceliums se détachent très vite 
e t  tombent au fond des microcuvettes avec les sporidies. Une même spore 

l 

peut produire deux promyceliums à la fois ; les anastomoses s'effectuent 
non seulement entre deux sporidies, mais aussi entre sporidies e t  cellules i 
prooycel iennes ou même, entre deux ce1 lu1 es prornycél iennes d'origine 

,' 
différente. 

Lorsque la suspension de sporidies est dense, on peut observer 
la conjugaison entre trois sporidies différentes (Planche 1); inverseiaent, 

quand les suspen~io~~s  sont pauvres, les conjugaisons o n t  plus de mal 3 

1 
1 l 

se produire, parfois elles ont lieu par de longs canalicules qui unissent I 
deux sporidies compatibles. Après cinq jours de culture, l e  taux de conju- 
gai son diminue (Tableau 2 ) ,  en rai son peut-être de 1 'encombrement important 
de promyceliums qui gènent l e  déplacement des sporidies e t  provoquent leur 
asphyxie. 

Les sporidies non conjuguées, comme 1 es ce1 1 ul es 1 evuroîdes, se 
mu1 tipl ient activement par bourgeonnement ; 1 'eau disti l  lée seule, quoi que 
permettant une bonne germination, es t  incapable d'assurer leur pro1 ifération. 

I 

Dix jours pl us tard, sporidies e t  proclycel iums constituent - 
une masse piteuse de couleur blanchâtre sur les solutions nutritives de 
Murashige e t  Skoog e t  de Lescure, ou jaunâtre sur celle de Sabouraud. 

De aaniere générale, on peut noter que la  ,germination des té1 ios- 
' 

pores d 'Usti 1 a30 viol acea, avec toutes les phases qu'el le comporte, es t  
possible dans tous les milieux de culture utilisés. 



DESINFECTION DES TELIOSPORES L'Ustilago violacea RECOLTEES 

DANS LA NATURE -------------- -------------- 

Certes, i l  e s t  possible d 'obtenir 1 a germination des té1 iospores 
récoltées dans l a  nature sur des plantes parasitées ; nous avons pu 
observer les  différentes  phases de l a  conjugaison sur les solutions nut r i t ives .  

Mais ces cultures n 'é ta ien t  pas réal i sées dans des conditions aseptiques, 
l e s  bactéries se  développant en nême temps que l e  promycél ium ; i l  n ' e s t  
donc pas possible de prolonger leur durée, ni de l e s  u t i l i s e r  pour pratiquer 
des infections i n  v i t ro .  Nous avons alors  essayé d'obtenir des téliospores 
aseptiques, s o i t  en désinfectant l e s  boutons floraux, so i t  en désinfectant 
directement l e s  téliospores. 

a) Traitement des boutons floraux 

Les jeunes boutons floraux, encore parfaitement fermés e t  provenant 
des plantes parasitées,contiennent déjà  l e s  téliospores du champignon. 
Nous espérions pouvoir l e s  obtenir dans des conditions aseptiques, après 
l e s  avoir dés in fec tBextér ieurement  en les  trempant successivernent dans 
une solution de mercryl à 3 % (15 mn) ,puis dans une solution d'hypochlorite de 
calcium à 120 g/l (20 mn). I l s  sont ensuite rincés t r o i s  f o i s  à l 'eau 
s t é r i l e  (5,  10, 15 minutes) e t  nous avons prélevé l e s  téliospores q u i  sont 
mises à germer dans une goutte d'eau d i s t i l l é e  autoclavée. Le contenu d'un 
même bouton e s t  répart i  sur dix lames différentes.  24 heures plus ta rd ,  

l 'observation microscopique permet de constater que les  spores germent, 
mais que des bactéries subsistent dans l a  suspension. 

b )  Désinfection des té1 iospores 

Nous avons a lo r s  pensé pouvoir obtenir des téliospores aseptiques 
en l e s  t r a i t a n t  par un antibiotique, dans l a  niesure où ce t t e  substance é l i -  
mine l e s  bactéries sans empêcher l a  germination des spores. Nous avons 

donc comparé 1 'action de d i f fé rents  antibiotiques,  af in  de déterminer celui 

qui se révè lera i t  l e  plus efficace. 



1) act ion d e  l a  streptomycine 

Tableau 3 : Influence de la streptomycine sur !a germination des 

streptomyci ne g .1 

germination 

bactéries 

téliospores de 1'Ustilago violacea 

+++ : présence d e  bactéries. 

1oe3 

50 % 

+++ 

La streptomycine (Tableau 3) n 'inhibe pratiquement pas 1 a 
germination des téliospores mais, dans nos conditions expérimentales, 
el le laisse subsister les bactéries. Le chloramphénicol , la terramycine et 
la polymyxine également utilisés à la dose de 10'~ réduisent considérable- 

ment la germination. On assiste souvent à l'éclatement de téliospores . 
et les germes bactériens subsistent, sauf en présence de polymyxine(Eatcho, 

1973). NOUS avons donc tenté de réduire la dose de ce dernier composé, afin 

d'aniél iorer le taux de germination (Tableau 4). 

2) ac t ion d e  l a  polyniyxine 

1 0 - ~  

80 % 

tu 

Tableau 4 : Influence de la p07ymyxine sur la germination des 

IO+ 

80 "A, 

+++ 

polymyxine g.~-l 

germination 

bactéries 

1 

té1 iospores de 1 'Usti 1 ago viol acea 

10'~ 

80 % 

tu 

5. 1 0 - ~  

1 % 

O 

1 % 

O 

1oe6 

30 % 

+++ 



Des concentrations de 1 'ordre de l ~ - ~ ~ . l ' ~  sont encore efficaces 
mais le taux de germination est extrêmement faible ; il ne s'améliore qu'en 
présence d'une solution plus diluée (10-~) qui alors, n'est plus efficace 
pour éliminer les bactéries. La prolifération de ces bactéries est rapide 
(7 ou 8 heures), alors que la germination des spores du champignon est 
plus lente et nécessi te une dizaine d'heures. Nous avons donc réduit le 
temps de contact des spores avec une solution de polyin~xine à 1oe5 
(Tableau 5) en espérant que les bactéries seraient réduites en temps limité, 
et qu'en replaçant, après rinçage, les spores dans 1 'eau distillée, elles 
pourraient germer convenablement en condition aseptique. 

Tableau 5 : Germination des téliospores exposées à temps variable 

dans la solution de polymyxine!, après 12 heures de culture. 

Temps d'exposition 
en heures 

germination 

bactéries 

En 7 heures, la polymyxine ~ O - ~ C J . I - ~  n'élimine pas les bactéries ; 
après 10 heures, son pouvoir bactéricide est efficace mais le taux de ger- 
mination des téliospores est considérablement réduit. Ces différentes 
méthodes étant peu satisfaisantes pour stériliser les spores récoltées 
dans la nature. nous avons alors utilisé un mélange dihydrostreptomycine- 
bipénicilline 1 g/l M dont le spectre d'activité antibactérienne est assez 
large (Tableau 6). 

7 

80 % 

+++ 

I 

10 

2 % 

O 

2 0 

2 % 

O 



antibiotique O 1 0 - ~  2 . 1 0 - ~  5 . 1 0 - ~  1 0 - ~  2.  1 0 - ~  5 . 1 0 - ~  
g/ml 

taux de germination 80 % 30 X 30 % 32 X 35 % 25 % O % 

bactéries +++ O O O O O O 

Tableau 6 : Action du mélange di hydrostreptomycine - bipénicil 1 ine 
sur la germination des téliospores de 1'Ustilago violacea 
après 12 heures de culture. 

La di hydrostreptomycine-bipe'nicil 1 ine se révèle eff ica- 
ce dans nos conditions expérimentales ( 1 0 ' ~ )  mais le taux de germination 
est réduit (Tableau 6). De plus, à ces concentrations, les conjugaisons 
sont rares et anormales. 

Pour tenter d'éviter ces anomalies morphologiques, nous avons 
prélevé des suspensions de téliospores mises à germer en l'absence d'antibio- 
tiques ; nous les avons réparties à raison de 1 ml par microcuvette 
en présence de concentrations d'antibiotiques comprises entre 10-1 et 1C3. 

Dans ces conditions, les bactéries sont détruites après un 
traitement de 12 heures et les sporidies ne présentent pas de modifications 
morphologiques ; mais, des champignons autres que 1 'Ustilago violacea se 
développent dans les cultures. 

1 Cette méthode n'est donc pas plus satisfaisante que les précédentes ; 
si 1 e mélange di hydrostreptomycine-bipénicil 1 ine a un pouvoir bactéricide 

I certain, il est à fortes concentrations défavorable à la germination des 

I spores et à faible concentration, ne permet pas une cul ture rigoureusement 

I axénique. 



I I I  ETUDE DE LA SOUCHE LEVURIFORME DE BAARN Er4 V U E  D'UNE CULTURE ...................................................................... ...................................................................... 

ASSOCIEE "TISSU-PARASITE" ......................... ......................... 

Compte tenu de ces d i f f icu l tés ,  nous avons f a i t  appel à l a  

mycothèque de Baarn (Hollande) qui nous a fourni une souche axénique 

haploïde dlUstilaço violacea n o  438.34. 11 s ' a g i t  d'une souche levuroide 

obtenue par mu1 t i p l  ication asexuée des sporidies . A côté d'éléments i so lés ,  

arrondis ou ovales, on trouve de t r è s  nombreux éléments plus ou moins 

allongés, restant  souvent attachés les  uns aux autres.  La souche s ' en t re t i en t  

facilement par repiquages tous l e s  deux mois environ, sur l e  milieu de 

Sabouraud. Cependant, a f in  de déterminer l e  milieu favorable à la  f o i s  au 
champignon e t  aux colonies t i s su la i r e s  de Silene - alba, l a  souche de Baarn 

e s t  cultivée sur l e  milieu de Heller (1953), de Murashige e t  Skoog(1962), de 

Czapeck (1921), de Sabouraud e t  de Lescure (1966). 

MILIEU DE HELLER (1953) 

COMPOSITION DU MILIEU 

KCI 

NaN03 

S04Mg, 7 H20 

P04H2Na, H20 

CaC12, 2 H20 

FeC13, 6 H20 

S04Zn, 7 H20 

"gB03 

S04Kn, 4 H20 

S04Cu, 5 H20 

AI cl 

NiC12, 6 H20 

KI 

Glucose 

CONCEElTRATION (g . 1 - l )  

750.  IO-^ 
600.  IO-^ 
250. lom3 

125.  IO-^ 
75. 1 0 - ~  

1. 1 0 - ~  

1. 1 0 - ~  

1. 1 0 - ~  

0 , l .  1 0 - ~  

0,03.  IO-^ 
0,03.  IO-^ 
0,03. lom3 

O , O L   IO-^ 

3 0 l 



f4ILIEU DE CZAPECK (1921) 

La colonie levuroide e s t  mise en suspension dans environ 10 ml 
d'eau d i s t i  1 lée  ; après homogénéisation, on repique une par t ie  al iquote 
de ce t t e  suspension dans l e  milieu liquide ou gélosé. Pour l a  cul ture 
en milieu liquide, on introduit  à l a  pipette 0 , l  ml de l a  suspension dans 

une f i o l e  de Roux de 1 l i t r e  renfermant 100 ml de solution nut r i t ive ,  
ou dans une f i o l e  de Fourneau de 125 ml q u i  en renferme 50 ml. 

COMPOSITION DU MILIEU 

Pour les cul turesen mil ieu gélosé réal isées en boites de Pé t r i ,  
deux méthodes o n t  é t é  u t i l i s ées  : 

l a  première consiste à déposer quatre gouttes de 0 , l  ml chacune 
à l a  surface du milieu, 

l a  deuxième consiste ti tremper dans l a  suspension de champignon, 
un anneau de f i 1  de f e r  de 50 mm de diamètre, préalablement s t é r i l i s é  ti 

l ' a l coo l ,  puis séché dans l a  flamme ; après avoir égoutté c e t  anneau, on 
1 'applique ccntre l a  surface du milieu de culture.  On l a i s se  l e s  boî tes  
pendant quelques heures en position normale, af in de favoriser 1 'adhérence 
du champignon sur l a  gélose. Les boites de Pétri  sont ensuite scel lées  à 

CONCENTRAT ION (g.  1 -') 

ELEMENTS MINERAUX 

Na NO3 

K2P04 H 

Mg S04, 7 H20 

KC1 

FeS04, 7 H20 

2 

1 

095 

095 

O ,001 

ELEMENTS ORGANIQUES 

Glucose 3 O 



l'aide d'un ruban adhésif, puis on les retourne de façon à éviter la 
retombée de l'eau de condensation sur le milieu. 

Les cultures sont alors placées dans une piëce dont la temperature 
est réglée à 21° I0C éclairée par la lumière du jour et un éclairement 
d'appoint fourni 12 heures sur 24 par des tubes luminescents (1500 Lux). 

La croissance du champignon sur milieu gélosé est évaluée 
approximativement, compte tenu de la surface et de 1 'épaisseur des colonies ; 
agrès culture en milieu liquide, on recueille le champignon sur un papier 
filtre puis on détermine le poids frais et le poids sec après séchage 
à 100°C. 

IV RESULTATS EXPERI PENTAUX ....................... ....................... 
La croissance du tissu de - Silene -- alba n'est possible que sur 

certains milieux nutritifs, elle nécessite obligatoirement une forte 
concentration de 2,4 D (acide dichlorophénoxyacétique) ou d'A N A (acide 
naphtyl -acétique). La sol ution de Sabouraud, mi 1 ieu d ' entretien habi tue1 
du champignon, convient mal aux colonies tissulaires du Silene alba, même - 
lorsqu'on ajoute 10-'g.l-l de 2,4 D et de kinétine (Dubois et Bouriquet,l974). 

a) Croissance de 1 'Ustil ago violacea sur différents 

milieux nutritifs liquides ou solides - 

Le champignon a été ensemencé soit en milieu gélosé, soit en 
tnil ieu 1 iquide relativement bien aéré (fiole de Roux) ou peu aéré (fiole 
de Fourneau). 

Aprss trois semaines de culture, la croissance du champignon 
a été évaluée ; les résultats sont réunis dans le Tableau 7 et illustrés 
par la planche III. 



Tableau 7 : Croissance de 1 'llstilago violacea sur un milieu solide ou 
liquide plus ou moins aéré. 

En milieu liquide, e l l e  e s t  exprimée en mg de matière fraîche (RF) ou 
de matière sèche (PS). 

4- 

En milieu solide, e l l e  e s t  évaluée arbitrairement : 

SOLUTION 
NUTRITIVE 

Sa bouraud 

rlurashige e t  Skoog 
(éléments minéraux 
e t  organiques, 
2,4 D + kinétine) 

Murashige e t  Skoog 
(éléments minéraux 
e t  organiques) 

flurashige e t  Skoog 
(éléments minéraux: 

Czapeck 

Hel l e r  

O : croissance nulle + + : croissance moyenne +++ : bonne croissance 

O 1 l 1 2 6  1 1 

MILIEU 
GELOSE 

+++ 

+ + 

. 
+++ 

O 

O 

M I L I E U  L I Q U I D E  
AERE PEU AERE 

Les milieux solides e t  liquides bien aérés sont beaucoup plus 

favorables que 1 es  m i  1 ieux 1 i qui des peu aérés ( f i o l e  de Fourneau). 

Les mil ieux exclusivernent minéraux (Hel l e r ,  Czapeck, e t  solution 

minérale de Murashige e t  Skoog) ne permettent pas l a  croissance d u  champignon. 

P F 

596,8 

491 

524 

188,4 

123,6 

PS 

9 1 

8 7 

87 

5 

4 

PF 1 

91,6 

84,6 

84,6 

35,8 

17,8 

PS 

19 

13 

13 

2 

1 



Le mil ieu de F<;urashige e t  Skoog conpl e t  convient pratiquenient 
aussi bien que la solution de Sabouraud ut i l i sée  habituellement pour l 'entre-  
tien de cet te  souche, bien que la  morphologie des colonies s o i t  t rès 

différente (Planche I I  1). 

Les substances phytohorriionales ut i l isées ( 2 , 4  D e t  kinétine) 
ne modifient pas la croissance du ~ h a r ~ i p i g n o n .  

Parmi les mil ieux util  isés,  seul celui renfermant 1 es éléments 
de la solution de llurashige e t  Skoog convient à la fois  au champignon e t  
au t issu,  à condition dans ce cas, d'y ajouter du 2 ,4  D. 

Y31:s nclrr $cymes domandé s i  tous les é16m~nts oraaniqties ori'i l  
ccntient C t a i r ' n t  indispencabl~s et. s i  les  doses iit.ili<&es étaieqt les nltic 

f arorzblcs $9 d8velopp~m~nt. rlli  ~hnmpipnon. 

b )  Effet de différents éléments de la solution de 
rlurashiqe e t  Skooq sur la croissance de 

1 'Ustilago violacea 

Le milieu de Murashige e t  Skoog e s t  un milieu synthétique 
relativement complexe puisqu'il renferme des éléments minéraux, des éléments 

organiques ainsi que des facteurs hormonaux. Ces derniers ont été re t i rés  . 
pour cette expérience puisque, comme nous venons de l e  voir, i l s  interviennent 

peu sur la croissance du chanipignon. En outre, différentes substances ou 

groupes de substances ont été soustraits au milieu complet. 

Ces essais ont é té  réalisés sur milieu gélosé. Dans chaque cas, 
d i x  boites de Pétri ont é té  ensemencées : cinq p a r  la  "technique des taches" 
e t  cinq par ce1 le  de "1 'anneau métallique". Après 15 jours de culture, les 

obseavations effectuées sont résumées dans l e  Tableau 8 e t  Pl anche I I  1. 

Les vi tanines, autres que la  vitamine BI, c'est-à-dire 1 'acide 
nicotinique, la  pyridoxine e t  1 'inositol ne sont pas indispensables. 

Les acides aminés de l'édamine (hydrolysat de caséine) ne sont 
pas indispensables au cours d ' u n  premier repiquage ; i l s  favorisent cependant 
la  croissance au cours des repiquages successifs que nécessi t e  1 'entretien 
de l a  souche. 



La vi tamine Dl e s t  absolument indispensable, ce q u i  confirme 
l e s  r é su l t a t s  obtenus par  Schopfer e t  Blumer (1938) qui ont étudié les 
facteurs de croissance des espèces du genre Ustilago. l 

MILIEU DE CULTURE 

Murashige e t  Skoog complet 

Flurashige e t  Skoog moins : 1 1 

CROISSANCE DU CHAf4PIGNON 1 

+ + +  

Murashige e t  Skoog moins : . acide nicotinique . pyridoxine . inositol  

. édamine 

+ + +  

Murashige e t  Skoog moins : 

. vitamine BI 

. édamine . acide nicotinique 

. pyridoxine . inositol  

f.?urashige e t  Skoog moins : . édamine 

Murashige e t  Skoog moins : 1 1 

+ + 

O 

. acide nicotinique . pyridoxine . inositol  . vitamine BI 

Tableau 8 : Action de différents  milieux de culture sur l a  croissance 

lurashige e t  Skoog moins : . vitamine BI 

de 1'Ustilago violacea en milieu gélosé. 

O l 



Importance de la  teneur en glucose 

Cette étude a été réalisée sur milieu gélosé renfermant tous 
les  éléments de la  solution nutritive de Murashioe e t  Skoog excepté l e s  

facteurs phytohormonaux. L'examen des boites de Pétri a é té  effectué 25 jours 
après 1 'ensemencement. Les résultats  sont rapportés dans l e  Tableau 9 

e t  la plancheII1. 

* * 

Tableau 9 : Effet de l a  teneur en glucose sur l a  croissance 

de llUstilago violacea cultivé sur milieu de 
Murashige e t  Skoog gëlosé. 

TENEUR EN GLUCOSE (g. l- l)  

O 

5 

10 

20 

40 

60 

100 

En 1 'absence de glucose, l e  champignon ne se développe pas. 

'l 

CROISSANCE D U  CHAMPIGNON 

O 

+ 

+ + 

+ + +  

+ + +  

+ + +  

+ + +  

Une concentration faible (5  ou 10 1 ne permet qu'une fa ible  
croi ssance . 

Pour toute concentration supérieure ou égale a 20 g.l-l ,  l a  
croissance du champignon es t  rapide ; mais cette technique ne permet pas de 

déterminer 1 a concentration optimale. 

L'absence d'inhibition pour une concentration aussi élevée que 
100 g . l  'l e s t  à sou1 i gner . Nous u t i  1 i serons pour 1 es cul tures ul t é r i  eures 
30 g de glucose par l i t r e ,  concentration employée aussi pour cultiver les  
t issus de Silene alba, -- 



Importance de l a  vitamine B1 

Différentes doses de l a  vitamine B1 (sous forme de chlorhydrate 
de thiamine) sont ajoutées à l a  solution nut r i t ive  gélosée renfermant l e s  

éléments minéraux e t  organiques du milieu de !.lurashige e t  Skoog ( à  l 'exception 
des facteurs phytohormonaux). Les observations f a i t e s  après 25 jours de 

cul ture  sont i l l u s t r ées  par l e  Tableau 10 e t  l a  Planche IV. 

Tableau 10 : Action de l a  thiamine sur l a  croissance de 

VITAMINE BI EN . l - l  

O 

1. 10-l0 

1. IO-* 

1. 10“ 

1.10'~ 

1. 1 0 - ~  

1.10-~ 

1.10'~ 

1 'Ustilago violacea 

CROISSANCE DU CHAMPIGNON 

O 

+ 

+ +  

+++ 

++. t 

+++ 

+++ 

+++ 

La vitamine Bl e s t  indispensable au développement du champignon, 
puisque son absence empêche toute pro1 i férat ion.  El 1 e ag i t  cependant a 
t r è s  fa ib le  dose. 

Une concentration de 1 'ordre de IO-' de vitamine BI 
e s t  tout-à-fai t  suff isante  pour assurer l a  croissance ; néanmoins nous 

continuons d ' u t i l i s e r  1 0 - ~ ~ . 1 - ~  qui e s t  l a  dose normale contenue dans l e  
milieu de Murashige e t  Skoog. 

Comme pour l e  glucose, on constate que l e s  for tes  concentrations, 

qui sont t r è s  toxiques pour l e s  t i s sus  isolés  de Phanérogammes, ne présentent 
pas de toxic i té  pour l e  champignon. 



On comprend donc pourquoi la  solution minérale de Hel ler  dépourvue 

de vitamine B1 ne pouvait pas convenir au développement du champignon. 

L'apport de 10-6g .1-l de vitamine BI à la solution niinérale 
de Heller permet le  développement du champignon, i l  e s t  cependant inférieur 

à celui obtenu sur l e  inil ieu de rlurashige e t  Skoog. On remarquera par a i l  leurs 
que les  substances phytohormonales n'améliorent pas la  croissance du champignon 
(Tabl eau 11, Planche IV) . 

i 

Tableau 11 : . Importance de l a  vitamine BI  dans les  solutions minérales 
de Heller.et ce l le  des phytohormones dans l e  milieu de 

No 

1 

2 

3 

4 

5 

1 Murashige e t  Skoog. I 

1 En conclusion, l a  culture simultanée du champignon e t  des colonies 

blILIEU DE CULTURE 

Hel 1 e r  

Heller + vitamine B1 

Heller + vitamine B1 + kinétine lom7 + 2,4 D 10 -~  

)Iurashige e t  Skoog 

Nurashicje e t  Skoog + kinétine IO-' + 2,4 D 10 '~  

1 t issulaires du Silene - alba pourrait se fa i re  sur l e  milieu gélose de Murashige 1 

CROISSAIKE 

O 

+ + 

+ + 

+ + +  

+ + + 

e t  Skoog q u i ,  d'une part, par la vitamine B1 e t  1 'édamine qu ' i l  contient, permet 
l e  développement du champignon e t  d'autre part, par ses phytohormones, assure 

1 la croissance des tissus de Silene alba. - 
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Les colonies t issulaires 

El les proviennent de la  souche isolée par  Dubois e t  Bouriquet 
(1974) à part ir  de fragments d'entrenoeuds de tiges. Elles sont repiquées en- 
viron toutes les six semaines sur un milieu gélosé renfermant les sels  

minéraux, les acides aminés e t  les vitamines de la solution de F:urashige 
e t  Skoog (1962), 3 %.de glucose, e t   IO-"^.^‘^ de 2,4 D e t  de kinétine. La 
culture se f a i t  dans des tubes en pyrex de 16 x 3 cm renfermant environ 
35 ml de solution nutritive, ou dans des boites de Pétri en plastique de 
90 min de diamètre, contenant environ 20 ml de milieu gélosé. En fermant 

ces boites avec un ruban adhésif, on ne note pas de déshydratation importante 
du milieu après six semaines de culture. 

b )  Culture siriiultanée du Champignon e t  des tissus de Silene alba 

Pour étudier l ' intéraction entre l e  champignon e t  l e  t issu,  nous 
ensemençons d'abord l e  champignon par la  méthode de 1 'anneau de f i l  de 
f e r ,  puis u n  fragment de t issu de .Silene (environ 250 mg) est  déposé au 
centre de 1 'empreinte riiarquéc sur l e  mi 1 ieu gélosé contenu dans des boites 
de Pétri ; la distance séparant l e  tissu du champignon, au moment de l a  
mise en culture es t  ainsi toujours la même. 

Toutes les cultures sont placées dans une pièce d o n t  la  température 
e s t  maintenue à 21' 1°C. El les reçoivent, en plus de l a  lumière du jour, 
u n  éclairement d'appoint, fourni 12 heures sur 24 pa r  des tubes luminescents 

(type lumière de jour de luxe) dont l ' in tens i té  d'éclairement au niveau 
des cultures e s t  d'environ 1500 lux. 

B .  RESULTATS EXPERIFIENTAUX 

a )  Effet de 1 'Ustilacro violacea sur l es  t issus (isolés de Silene alba 

Après 30 jours de culture des tissus en présence du champignon, 
leur poids de matière fraïche e t  sèche e s t  déterminé (Tableau 12). 



Tableau 12 : Action de 1 'Ustilago - violacea sur l a  croissance des colonies 
t i s su la i r e s  du Silene alba -- - 

Tissu 
seul 

Tissu t 
Chamiiignon 
. 

(Les ex?ériences 1, 2 e t  3 sont indépendantes. La croissance e s t  mesurée en 
inilligramnes de rnatière fraiche (P:F) e t  sèche (FIS) par colonie) 

La croissance des colonies t i s su la i r e s  e s t  fortement r a l en t i e  

par l a  présence du champignon (Planche IV). 

r 
CROISSANCE 

Afin de vé r i f i e r  s i  l ' ac t ion  de 1'Ustilago violacea e s t  spécifique 
ou non, nous 1 'avons cu l t ivé  en présence de t i ssus  appartenant à différentes  

espèces végétales : caro t te ,  érable,  scorsonère ou s i lène,  dans des boîtes 
de Pétri  renfermant l e  milieu gélosé de llurashige e t  Skoog additionné de 

-7 . 2,4  D à l a  concentration de 1 0 - ~  pour les  t i s sus  de Carotte, 10 pour l e  
Silène e t  1 'Erable e t  sans phytohormone pour l e s  t i s sus  de crown- 
gal l  de Scorsonère. 

Les mesures de niatière fraiche (MF) e t  de matière sèche (MS) ont 
é t é  réa l i sées  après 30 jours de cul ture  dans l e s  mêmes conditions que dans 
1 'expérience précédente (Tableau 13).  

EXPERIENCE N o  1 

M F 

1561 

727 

EXPERIENCE r4O 2 

M S 

86 

38 

f4 F 

1574 

8 10 

EXPERIENCE No 3 

M F M S M S 

106 

46 

1631 

9 70 

107 

46 



Tableau 13 : Action de 1 'Ustilago violacea sur l a  
prolifération des t i s sus  de carot te ,  

d 'érable ,  de scorsonère e t  de s i lène 

DIFFEREiiTS 
TISSUS 

Si 1 ène 

Carotte 

Erabl e 

Scorsonère 
C 

flans tous l e s  cas,  l a  présence du champignon r a l e n t i t  considérable- 
ment l a  croissance des t i s sus .  L'action inhib i t r ice  ne se  l imi te  donc pas 

aux t i s sus  de Silene - alba (Planche IV). 

TISSUS SEULS 

11 nous a paru intéressant de préciser ce t te  inhibition de l a  

souche levuroïde de 1 'Ustilaqo violacea sur l a  prolifération ce l lu la i re .  
Pour ce la ,  nous avons f a i t  appel à des suspensions ce l lu l a i r e s  de Silène- 
(souche de Silene - alba isolée par Dubois e t  Bouriquet, 1974) e t  d 'érable 
(souche dtAcer pseudo~latanus isolée par Lamport, 1964) qui ont é t é  
cultivées dans l e s  milieux liquides de llurashige e t  Skoog e t  de Lescure. 
Environ 3 g de ce1 Iules sont ensemencées dans une f i o l e  d 'attaque à fond 
p la t  de 500 ml, contenant 200 ml de milieu de culture ; di f férents  volumes 
de l a  souche de 1'Ustilago violacea âgée de 10 jours, cultivée en milieu 
l iquide de Lescure, sont ajoutés à l a  suspension ce l lu la i re .  

BIF 

2732 

2124 

743 

2100 

TISSUS + CHAMPIGldON 

Les f i o l e s ,  inclinées à 45°C sont placées sur un agi ta teur  r o t a t i f  

!lS 

102 

9 9 

38 

167 

F1F ' 

345 

402 

299 

1109 

tournant à l a  vi tesse de 70 tours par minute. Les cultures sont entreposées 
dans une pièce à 21" ' 1 ° C  où e l l e s  reqoivent en plus de l a  lumière du jour, 
12 heures par jour d ' u n  éclairement d'appoint fourni par des tubes luminescents. 

Après 10 jours de culture,  l a  croissance des cel lules  e s t  mesurée volurnétriqiie- 1 

MS 

11 

14 

10 

6 0 - l 

~ ment après décantation (Tableau 1 4 ) .  



Tableau 14 : Croissance des suspensions ce1 1 ul aires de Si1 ene 

VOLUIIE DE 
L'INOCULUM 

O 

095 
1 

2 

al ba e t  dlAcer pseudopl atanus cultivées en présence - - 
de 1 a souche 1 evuroïde haploïde dlUsti 1 ago viol acea 
sur les  milieux liquides de Lescure e t  de 
Kurashige e t  Skoog 

SUSPE?4SI3N CELLULAIRE 
DU SILENE 

Les ce1 lules de silène prolifèrent plus activement que les cel lules 
d'érable mais, dans u n  cas corne dans 1 'autre, la présence du champignon 
réduit fortement la pro1 ifération ce1 1 ul aire (Tableau 14).  Cette inhibition 

pouvait être attribuée à des causes diverses : 

Lescure 

44 

2 3 

20 
2 O 

SUSPENSION CELLULAIRE 
D ' ERABLE 

. appaavrisse~ent du milieu dû  au développement du champignon, 

. modification du  pH du milieu provoqué par la présence du champignon, 

. r e j e t  par l e  champignon de substances inhibitrices dans l e  
milieu de culture . 

i'urashige e t  
S koog 

4 0  
- 

1 0  
- 

Lescure 

1 0  
- 
9 
- 

Nous avons tenté de vérif ier  ces t ro is  hypothèses. 

:?urashige e t  
S koog 

15 
- 
6 

6 

. L'inhibition es t -e l le  due à u n  appauvrissement du ni1 ieu de culture ? ................................................................... 

Nous avons coinparé la  croissance du tissu cultivé seul ou en 
présence du champignon sur des milieux de Plurashige e t  Skoog gélosés dont 
l es  éléments minéraux e t  organiques sont so i t  dilués au 1 /2  ou au 1/4 s o i t  
mu1 t ip l  iés par 2 (Tableau 1 5 ) .  



I C R O I S S A N C E  I CONCENTRATION DU MILIEU DE MURASHIGE ET SKOOG 1 I I 

Tableau 15 : Action de différentes concentrations du milieu de Murashiqe et Skoog, sur 

la croissance des tissus du Silene al ba et de la souche levuroide de - 
1 'Ustilago violacea Durée de la culture : 

. expérience no 1 : 27 jours . experience no 2 : 25 jours 



-- - - - -- -- - - - - --- 

3 5 

Le milieu de rlurashi~e e t  Ckoog normal e s t  celui qui assure la  meil- 
1 eure croissance du t issu , alors que l e  charnpi5non se développe ni eux su r l e  

milieu deux fois  plus concentré. quelle que so i t  la  concentration du milieu, 
l a  prolifération es t  toujours plus faible en présence du c3ampignon. Lorsquion 
cultive simultanément t issu e t  champir~non sur l e  milieu deux fois concentré, 

l iUstilago u t i l i se  une partie des substances nutritives e t  réduit la concen- 
tration du milieu qui devrait ê t re  alors plus favorable à laL.croissance des 
colonies t issulaires.  Cr, i l  n'en e s t  rien puisque la présence du champignon 
ra len t i t  la  prolifération du t issu.  L'inhibition ne secble donc pas pouvoir 

ê t r e  attribuée à l'épuisement du milieu de culture. 

. L'inhibition est-el le  due à une modification du  pti d u  milieu de culture ? ...................................................................... 

Au cours de la  culture du  chamnignon dans la solution nutritive 
de Yurashige e t  Skcor~, 1 'évolution du poids f r a i s  e t  du poids sec montre 

que la croissance e s t  active pendant les 13 premiers jours, e l l e  continue 

ensuite jusqu'au 40ëne jour mais nlus lentevant (figure I I I ) ,  

, I O œ 1  g p a r  f l a c o n  

j o u r s  

O 6 12 18 24 30 3 6 
Fi9.111 : Croissance du champignon en milieu liquide - 
- - poids f ra i s  ( P F ,  10-' g par  flacon) 

,- poids sec (PS,  10-'g pa r  flacon) 



Para1 1 èl ement, 1 'Usti 1 ago viol acea (souche de Baarn) acidif ie  
f o r t e ~ e n t  l e  milieu de culture. Entre l e  3ème e t  l e  12ème jour, 1 'acidification 1 
e s t  t rës rapide ; e l l e  se poursuit plus lentement jusqu'au 24ème jour puis I 

reste ensuite stationnaire ( figure I V  ) 1 

F i g .  I V :  E v o l u t i o n d u p H d u m i l i e u d e c u 1 t u r e d e l ' ~ ~ s t i l a s o v i o l a c e a  

++ mil i eu de cul ture seul 
mi 1 ieu de cul ture avec champi gnon 



Le champignon ac id i f ian t  l e  milieu de culture,  nous avons recherché 
quels pouvaient ê t r e ,  sur l a  pro1 i férat ion des colonies t i s su la i r e s  de 
Silene al ba , l e s  e f f e t s  de milieux plus ou moins acides, tamponnés (Tableau 16) 
ou non (Tableau 17). 

Le pH e s t  a justé  par HC1 0 , l  N après autoclavage, de manière 

à évi te r  1 ' hydrolyse de 1 a gélose. Les t i ssus  sont pesés après 25 jou rs de 
culture e t  l e  pH du milieu e s t  à nouveau inesuré. 

- i n i t i a l  3 3,5 4 4 , s  5 , 1 
pH du milieu 

- f inal  4 4,3 4 ,3  4 ,4 4 ,4 

mg MF/ 
colonie 1795 1629 1547 1591 1393 

Croissance 

m c ~  /FIS/ 9 5 91 90 92 7 7 
colonie 

J 

Tableau 17 : Action du niilieu de culture tamponné par dli Tr i s  HC1 0,01 M 

sur l a  croissance des colonies t i ssu la i res  du Silene 3lba 

- i n i t i a l  
ptl du milieu 

- f inal  

mg MF/ 
colonie 

Croissance 
mg HS/ 
colonie 

3 

3 $4 

958 

58 

3,5 

3,7  

1496 

87 

4 

4 

1368 

77 

4 , 5 

4,5 

1486 

88 

5 

4 3  

1312 

77 



Le pH i n i t i a l  du milieu, lorsqu ' i l  n ' e s t  pas tamponné, n'a que 
peu d ' e f f e t  sur l a  croissance du t i ssu  qui tend à l ' a j u s t e r  au cours de 

1 a cul ture (Gautheret, 1959). 

Lorsque l e  milieu e s t  tamponné (Tris tic1 0,01 M),  l e s  colonies 
t i s su la i r e s  ajustent plus difficilement l e  pli ; leur prolifération e s t  

cependant peu modifiée, sauf à pH 3. Dans ce cas, l e  milieu e s t  encore t rès  

acide. à l a  f in de l a  culture,  mais l a  réduction de l a  croissance e s t  plutôt 
l a  conséquence d'une dilution de l a  solution nutr i t ive,  provoquée par 1 'ad- 
dit ion d'une quantité plus importante d'WC1 0, l  N; e l l e  e s t  d ' a i l l eu r s  

hors de proportion avec l ' inh ib i t ion  provoquée par l a  présence du champignon. 

. Rejet par l e  champignon de substances inhibi t r ices  dans l e  milieu de culture 1 
............................................................................ 

1) e f fe t  du milieu de culture du champignon sur l a  croissance des 
colonies t i s su la i r e s  du  Silene alba - 

L'inhibition de croissance provoquée par 1 'Ustilago violacea 
n ' e s t  pas due à l'épuisement du milieu ou à une simple modification du pH, 

nous avons voulu vé r i f i e r  s i  e l l e  provenait éventuellement de substances 
excrétées par l e  champignon dans l e  mi 1 ieu de .cul ture.  Pour cela,  nous 
avons cul t ivé pendant 30 jours l e  champignon en m9lieu liquide. Après 
f i l t r a t i o n ,  nous avons recuei l l i  l e  milieu de dix f i o l e s  que nous avons* 

concentré sous vide, puis incorporé, à volume égal, avant ou après autocla- 
vage, aux milieux gélosés sur lesquels nous avons repiqué l e s  colonies 
t i s su la i r e s  de silene i e  facon d riodifier l e  moins possible l a  concentration 1 
des éléments minéraux e t  organiques présents dans ces milieux, l a  concentra- 
tion de chaque constituant a é t é  arbi t rairenent mu1 t i  pl iée par deux ,( Tab-leau 18). 1 

M I L I E U  1 1 EXPERIENCE No 1 1 EXPERIENCE No 2 

Tableau 18 : Effet du fistrat d'une culture du champignon sur l a  croissance 

des coloni*: t i s su la i r e s  du Silene - alba 
- -- - - - - - - - - -- - 

Témoi n 

F i l t r a t  incorporé avant 
autocl avage 

F i l t r a t  incorporé après 
autocl avage 

- 

MF 

1561 

1318 

920 

FIS 

8 6 

6 O 

75 

b!F 

1574 

948 

1162 

t4S 

106 

8 1 

119 
- 



Le f i l t r a t  des cultures levuroides de 1'Ustilago r a l e n t i t  l a  crois- 

sance des t issus : i l  renfernie donc probablement des substances inhibitr ices 

excrétées par l e  champignon. Il  f au t  toutefois noter que certains constituants 

du milieu de culture du chanipinnon, qui n'auraient pas é té  entièrement conson- 

niés au cours de son développement, sont susceptibles de modifier ultérieure- 

nient la  pro1 ifération des colonies t i ssula i res  de SilGne, 

2) e f f e t  d u  milieu de culture du  chaniqiqnon sur l a  croissance 

d'une suspension ce1 1 ulaire du Silene à1 ba 

Afin de préciser les  résul ta ts  obtenus sur 1 es colonies tissu1 a i res ,  1 
i nous avons étudié l ' e f f e t  du  milieu de culture du champignon sur la suspen- 

sion cel lu la i re .  Elle e s t  beaucoup plus sensible à l ' e f f e t  inhibi teur  du 

f i l t r a t  de culture du chacipignon que les  colonies t i ssula i res  (Tableau 19) .  

l I VOLUME DE FILTRAT AJOUTE A U N E  CULTURE (ml) 

Tableau 19 : Effet du  f i l t r a t  d'une culture du  charc~ignon sur la croissance 

O 1 5 l 10 
.- 

EXP.fIO1 EXP.fI02 EXP .Mol EXP.N02 EXP.N01 EXP.f.1'2 EXP.N01  EXP .PI02 

d'une sus~ension cc1 lu la i re  du Silene alba - 

I , 10-1 g MF/ 
culture 

IO-' g MS/ 
culture 

E x p . n O 1  p H d u f i l t r a t  :3,0 
duree de l a  culture : 15 jours 

Exp. n o  2 pl! du  f i l t r a t  : 5,7 
durée de la  culture : 10 jours 

606 

330 

5 34 

305 

202 

104 

232 

107 

5 

4 

3 5 

25 

2 7 

3 7 
I 



1 ml de f i l t r a t  ajouté à 200 ml d u  niilieu u t i l i s é  gour cultiver 
la  suspension cel lulaire réduit la  croissance des cellules d'environ 50 %. 

Cette importante inhibition n'est pas due au pH acide (3,O) du  f i l t r a t  

puisqu'el l e  persiste lorsqu'on ra~Gne celui-ci à 5,7, c'est-à-dire au pH 

noriflalenent u t i l i sé ,  La réduction de la croissance n 'es t  pas imputable non 

plus à urxmodification importante de la concentration du niilieu de culture 
puisque l e  volutlie d u  f i l t r a t  ajouté es t  négligeable par rapport au volume 

du niil ieu u t i l i s é  pou r cultiver la  suspension ce1 1 ulaire. 

b )  Concl usion 

La souche levuroide haploïde dlUstilago violacea réduit la  croissance 

des tissus de Silène, de  Carotte, d1E,raSle e t  de Scorsonère cultivés i n  vitro. 
Cette inhibition es t  vraiseniblableiirent due à des substances excrétées par  l e  
champignon au cours de son développeinent. La différence de sensibil i té  manifes- 

tée par les colonies t issulaires e t  les suspensions cellulaires s'explique 

par l e  f a i t  que toutes l es  cellules de l a  suspension baignent dans l a  solution 
nutritive alors qu'une partie seulement des cellules des colonies t i ssula i res  
e s t  en contact avec l e  milieu solide : les  phéncrnènes de diffusion sont égale- 
ment beaucoup plus rapides dans u n  milieu liquide que dans u n  nilieu solide. 
11 sera i t  certes intéressant de préciser l a  nature des substances inhibitrices ; 
pour l e  moinent ,nous savons seuleriient q u  'el les  sont thernostabl es. 

11 faut ,  p a r  a i l leurs  se garder d'extrapoler des résultats obtenus 
avec une souche levuroide se cultivant facilement sur un milieu synthétique, 
à un  nycil iun dicaryotique qui ne se développe que dans l es  tissus d'une 

plante supérieure (Hassan e t  k!acDonald, 1971). En particulier,  i l  e s t  peu 
probable que les substances excrétees par une culture levuroide puissent 
provoquer les  nodif ications f lorales induites par l e  mycel i u m .  Par contre, 
1 'excrétion de substances i ~ h i b a n t  la croissance pourrait expliquer un  certain 

nanisixe signalé par Baker (1947), Viennot-Bourgin (1949) e t  par Evans e t  
\:'il son (1971) chez divers Silènes parasités par  Ustilago violacea. 



E T U D E  F L O R A I S O N  D E  S I L E N E  A L B A  

E T  S I L E N E  D I O I C A  

Selon les travaux de Baker (1147)  e t  de \!il son e t  col1 . (1971) 

1 'llstilago -- violacea e s t  u n  parasite obl i ~ a t o i r e ,  spécifiqrie des f leurs de 

Caryophyllacées. Pour fa i re  une étude approfondie de la biolorie de ce 
champignon, i l  est  important de nréciser l es  conditions de floraison des 
Silènes ; nous avons étudié ces conditions sur des plantes entières (cultivées 

en champ, en serre ou aseptiquement) ou sur des fragments de tiges cultivés 
in vitro. 

1 CULTURE DES PLAPXES ENTIERES 
-----a----------------------- ............................. 

a )  En champ 

Des qraines de Silene alba e t  Silene -- dioica germent e t  produisent 

des plantules de 2 cm environ au bout de deux semaines. Ces plantules repiquées 
l 

en champ à la f in  de l'automne, évoluent ranidement en rosettes, puis restent 
1 

dans cet  é t a t  pendant t o u t  l 'hiver.  Les rosettes montent e t  fleurissent au l 
l 

printemps e t  d u r a n t  1 ' é té .  

b)  En serre 

Les plantules placées en serre éclairée 13 heures par  j o u r ,  forment 
des rosettes e t  restent à ce stade pendant iine durée variable, fonction 
essentiellement de la  tem~ératurc ambiante. En e f fe t ,  les plantules obtenues 
en octobre restent en rosettes pendant tout l 'hiver e t  commencent à monter 
au mois de mars. Celles q u i  sont nises en culture en février fleurissent 
en mai ,  ce1 les  obtenues en avri 1 sont en f leur au mois de juin. 11 s u f f i t  

d 'a i l leurs  en plein hiver de placer des rosettes à 25°C pour obtenir leur 
floraison deux semaines 91 us t a r d .  D'une facon générale, nous avons constaté 
que les  pieds femelles sont plus vigoureux que les pieds mâles naas leurs 

fleur$ s'ouvrent plus tardivement. 



c )  Culture aseptique de plantes ent ières  

Les 9raines de Silene - alha sont s t é r i l i s é e s  par immersion, pendant 

15 minutes dans l e  mercryl laurylé à 3 %, puis 30 ninutes dans 1 'hypochlorite 

de calcium 120 g/l . Après t r o i s  rinçages à 1 'eau s t é r i l e ,  e l l e s  sont ensemencées 
aseptiquenent dans des boites de Pétri contenant de l ' eau  gélosée (0,8 X )  
sans aucune substance nutr i t ive.  Ces boîtes de Pétri sont conservées a l a  
temera ture  du laboratoire : 8 jours plus t a rd ,  les  plantules ont en moyenne 

3 cm, el  l e s  sont a lors  transpl antees dans des tuhes en nyrex contenant 1 e 

milieu gélosé de p8urashige e t  Skooq. Les cultures sont réuarties en quatre 
lo t s  placés respectivement à 15, 2 1 ,  25 e t  30°C, éclairées  de facon continue. 
Les boutons floraux e t  l e s  f leurs  épanouies ont é té  dénomhrés après deux 

riloi s de cul ture (Tableau 20) . 

Tableau 20 : Action de la  température sur l a  floraison in v i t ro  
des plantules de Silene alba -- 

I 

A lV°C, l e s  plantules restent rabougries avec des entrenoeuds t r è s  
rédui t s ,  e l l e s  ne produisent pas de boutons floraux. A 2I0C, certaines sont 

restées en roset tes  ; ce l les  qui se  sont dévelo~pées sont plus grêles  avec des 

f e u i l l e s  moins larges que ce l les  des plantules cultivées en serre  ou en champ. 
Seule 1 pl antul e sur 24 ~ o r t a i  t t r o i s  f i  eurs parf ai t e i ~ e n t  épanoui e s ,  al ors  

que nous avons observé une moyenne de 1,71 bouton par plante. 

i TEFIPERATURE p Y q  2 1 O 

Les températures de 25 e t  30°C provoquent une croissance rapide 
des t iges  qui atteignent l e  somct  des tubes de culture,  se  courbent e t  s e  

r' 

- 

BOUTOMS FLORAUX 
1 

I O 
P A R  PLAYTULE 

- 
FLEUR OlJVESTE O 
PAR PLArlTI!LE 

' Z i O  

1,71 

O ,oe 

30° 

I 

2 ,O2 
I 

! 1,53 

O O 



cassent dans cer tains  cas. A ces tenlriératures de 25 e t  30°C, seuls  des boutons 
floraux ont é t é  observés. I 

I I  CI!LTLiRE DES FQAGITETS SE TIGE ................................ ................................ 

Les travaux de Dubois e t  Eouriquet (1974) montrent que des explantats 

prélovés au niveau des noeuds de Silene - alba cul t ivés  sur l e  milieu mineral 
de Hel 1 e r  gélosé , avec 5 F4 de.  cl ucose ne produisent ni cal ni racine.  Fais  , 
l e s  bourgeons ax i l l a i r e s  évoluent rapidement en t i ~ e s  feu i l lées  qui ,  après 
15 jours,  comprennent généralement t r o i s  entrenoeuds e t  portent un ou deux 
boutons floraux. Après u n  f ois de cul ture ,  les  t i9es  feu i l lées  remplissent 
l e  tube de cul ture  e t  l a  plupart des boutons floraux se nècrosent. 

Ces auteurs ont cependant précisé quelques conditions favorahl es 
à 1 a f loraison i n  v i t ro  de Silene al ba ; par exemnle, l a  teneur en glucose -- - 
du milieu ( 5 %), l a  ten?erature (comprise en t re  2 1  e t  25OC) e t  l a  photo- 
période (écl airerilent continu ou pl us de IF! h de 1 umière du joui-). 

A l a  su i te  de ces recherches, nous avons tenté d'améliorer l e s  
conditions d'obtention des f leurs  e t  de vé r i f i e r  s i  e l l e s  pouvaient s 'appliquer 
à Silene dioica. 

"lous avons f a i t  une étude comparée de l a  culture des fragments 
de noeuds sur l e  ni l ieu n u t r i t i f  préconisé par Yurashine e t  Skoog.et sur  celui 
de tfel l e r .  

Des fragments de noeuds (20 m )  sont découpés dans des ti!es préala- 
blement désinfectées ( 3  4 de mercryl pendant 15 minutes e t  140 g/l  d'hypochlorite 

de calcium pendant 30 minutes) e t  r incés t r o i s  f o i s  à 1 'eau s t é r i l e .  Ces 
noeuds sont repiqués en position norrnzle sur l e s  deux milieux gélosés par  
0,0 % d'agar. 

Les cultures sont entreposées dans une pièce éc la i rée  24 heures 

par jour e t  à l a  température constante de 21 1°C. 

Après 30 jours de culture (Tableau 21) (Planche V e t  VI), 1 
1 



MILIEU DE CULTURE f,fLlRASHI CE ET SKOOG WELLER 1 
. I . 

Sexe des explantats $ 1  ? d l ?  

Pourcentage de 
repri se  82 4: 9 1  X 81  9: 87 % 

Fleurs ouvertes 
par expl an ta t  O ,55 O,69 O ,34 O ,20 

Bol~ton necrosé 
par expl an ta t  O ,A2 O ,51 0,11 O ,34 

?!ombre de boutons ' 

par expl an ta t  6 ,O1 4,11 

Teneur en 
chlorophyll e 1 1 +++ +++ ++ 

I I ++ 

Tahleau 21 : Action comnarée du milieu n u t r i t i f  de Y'urashige 
e t  Skoog e t  celui de Ileller sur la  floraison 
i n  v i t ro  des fragments de t iqe  de Silene alba -- - 

+++ t r è s  chlorophyllienne 
++ neu ch1 orophyl 1 ienne . - 

l e  pourcentage de reprise  e s t  comparable sur les  deux ni l ieux u t i l i s é s  ; 
i l  e s t  par contre t r è s  variable selon l e  l i eu  de prélèvement des explantats. 
La reprise  e s t  plus lente e t  plus d i f f i c i l e  avec l e s  fragments provenant 
des régions âgées plus l i5nifiÊes des t i ges ,  que pour ceux prélevés dans les  
régions jeunes. Pour des r a i  sons d ' honogénéi t é ,  nous préconisons de f a i r e  

appel aux t r o i s  derniers noeuds des jeunes t iges .  

Tous l e s  fragments qui ont repris  sont susceptibles de produire 

des boutons floraux ; leur nombre e s t  plus important sur l e  milieu de 
Purashige e t  Sl:oog après 30 jours de culture;  s ix  en moyenne sur l e s  explan- 

t a t s  provenant des pieds d7(?lanche V )quatre  sur ceux prélevés sur l e s  
pieds ? (PlancieVI) .De plus, sur ce milieu, l e  nombre de boutons capables 



de s'épanouir en f l eu r s  e s t  plus important ; par a i l l eu r s ,  s i  on prolonge 
13 cul ture ,  l a  flcraison se  poursuit, même après deux mois, sur les  nouvelles 

t iges  formges , tandis que sur l e  milieu de Heller, l e s  t iges  se  nécrosent 

après t r o i s  semaines. 

Concl usion 

Pins i ,  l es  techniques de cul ture  in v i t ro  ont ~er rn is  d 'obtenir 
l a  floraison dans des conditions sa t i s fa i santes .  Certes, l es  expériences 
entreprises avec l e s  plantules ont é t é  plus décevantes que ce l l e s  real isées  

avec des fraqments de t iges  ; mais l e s  ohservations f a i t e s  sur des plantes 

récoltées dans l a  nature nous ayant montré l a  presence de téliospores d lUst i la -  

go violacea dans l e s  jeunes boutons floraux non épanouis, ne rendent pas - 
nécessaire d 'obtenir 1 a floraison conplète. 

11 é t a i t  sans doute possihle d ' a ~ é l i o r e r  ce t t e  floraison de plantules 

en fa i sant  var ier  au cours de l a  cul ture  l e  facteur température mais, 
dans l e  cadre de nos recherches, nous n'avons pas cru devoir préciser l e  

besoin de vernalisation des ~ i l è n e s  puisque d'une par t ,  les  essa is  réa l i sés  
en ser re  e t  d 'autre  part  l e s  résu l ta t s  obtenus avec l e s  explantats cul t ivés  
in v i t ro ,  nous permettent d 'obtenir  sans intervention du f ro id ,  des f l e u r s  

en quanti t é  suff isante  pour étudier 1 a castration parasi t a i r e  provoquée 

par 1'Ustilago violacea sur Si 1 ene - Si -- 1 ene d i  oïca . 

I I I  ISTENTI9N I?l VITRO DE FLEIIRS n E  SILEYE DIQICA ET SILEFIE P.LBA .................................................................... ------- ............................................................ 
PARASITEES PF.R L ' I!STILAGO VIOLACEA ................................... ................................... 

a )  - Silene dioïca 

Les travaux de ?fore1 en 1948 indiquent que l a  culture d'organes 

contenant l e  mycélium du parasi te  é t a i t  u n  moyen d'obtenir in v i t ro  sa cul ture .  
Compte tenu des résu l ta t s  pos i t i f s  acquis pour l a  floraison i n  vi t ro  des 
s i l ènes ,  nous avons donc tenté  d 'obtenir des f l eu r s  de Silene dioïca 
parasitées par 1 'Ustilaqo violacea, en repiquant dans des conditions asept i -  

ques des fragments de noeuds provenant de t iyes  parasitées (Batcho e t  Zambettakis, 
1975). 



Les plantes parasitées o n t  été récoltées dans un bois des environs 
de Lil le .  Su r  les t iges désinfectées superficiellenent, nous nrélevons au 
niveau des noeuds des explantats de 20mm que nous mettons en culture sur l e  
milieu de ?lurashige e t  Skoog gélosé. 

Les bourgeons axil laires se developpent en tiges feuillées ; en 
yenCral, leur croissance es t  comparable à celle des exolantats nrélevés 

sur des plantes saines. Le nanisme des plantes infectées signalé par 
Baker (1947) e t  !:!ilson e t  co11. (1971) n ' e s t  donc nas un phénomène ~ é n é r a l .  

Nous avons cependant constaté que des houtons floraux ap~araissent  presque 
di rectenent au niveau des noeuds, sans développement irmortant de pédoncule 

Les deux expériences que nous avons réalisées comportant chacune 
10 paniers de 34 tubes de culture, o n t  permis de constater que les premières 

f leurs charbonnées apparaissent après 13 jours de culture. Un mois plus 
tard, nous avons dénombré les  fleurs parasi tées (Tableau 22)  ( O 1  anche V I  1 e t  
'1111). 

SEXE 

~ o u r c e n t a ~ e  de reprise 
des explantats 

1 1 " 

6 

Pourcentage d'explan- 
t a t s  ayant produit 
des fleurs 

S. 1 
87 X 

Pourcentage d ' expl an- 
t a t s   ort tant des 
fleurs parasi tées 

"ombre moyen de 
boutons floraux 1 
par explantat 

81 4: 

85 % 

Nombre nioyen de 
f leurs épanouies 
par explantat 

Tableau 22 : Etude de la floraison i n  vitro de fragments de  - 
noeuds de Silene diolca parasités dans la nature. 

80 % 

73 % 42 % 

6 2,4 



Les explantats prélevés sur les pieds mâles produisent plus de 

f leurs (ou de boutons floraux) que ceux provenant de ~ i e d s  femelles, i l s  

sont d 'ai l leurs plus précoces ; ce qui confirme ce que nous avons observé 

dans la  station où nous avons récol t é  les  plantes parasitées. 

Parmi les  f leurs obtenues i n  vi tro,  73 X des mâles (Planche VIII) e t  
42 % des femel les(rjl anche VI 1)nanifestent la présence d'lrsti lano violacea. 

Ces f leurs o n t  des pièces périanthaires (5 sénales, 5 petales) normales, 
mais la  morphologie de leurs pièces reproductrices e s t  ~rofondément ~ o d i f i é e  
par l a  présence du c h a ~ p i p o n .  Les f leurs c i l es  ont des anthQros qui renferment 
les télios?ores d'!Istila?o violacea 2 la  place des orains de nollen. Les 
f leurs femelles ont un ovaire raduit e t  s t é r i l e  tandis que l es  orqanes mâles 
normalement atrophiés se developpent en étamines (bourrées de téliospores) 
q u i  leur donnent l 'aspect de fleurs hermanhrodites. C2s observations sont 

analogues à celles réalisées dans la nature sur des plantes entières (Baker, 
-1948). . 

Signalons enfin que certains explantats, bien que provenant 
de plantes parasitées, ont p r o d u i t  des f leurs saines ; ce q u i  la isse supposer 

que sur une plante parasitée, i l  peut existgr des rapeaux indemes du  

champignon. 

b )  - Silene alka parasités 

9ans des concii ti ons anal ooues à ce1 1 es ut i  1 i sées pour Si l ene diolca , 
nous avons cultive des ex?lsntats prMev6s sur des tiges parasitées de 

Silene alhia (Tableau 23, Planche X e t  XI).  

Tableau 23 : Etude de la floraison in vitro de fraqments de - 
noeuds de -- Silene alba parasités dans la nature 

SEXE 

Pourcentage de reprise 
des expl antats 

Pourcentage d 'expl antats 
ayant produit des fleurs 

Pourcentane d 'expl antats 
portant des fleurs para- 
s i  tées 

?!ombre moyen de fleurs 
epanouies p a r  exvlantat 
:!ombre moyen de boutons 
floraux par  explantat 

6 

30 4: 

25 X 

85 % 

1,42 

5 $60 

? 

88 % 

58 % 

78 % 

1,31 

4,25 

t 



Les premiers boutons floraux a7paraissent après 15 jours de cul ture  

- mais se  nécrosent l e  plus souvent. Par contre,  ceux oui se forment ultérieurement 

sur des pousses la té ra les  donnent des f l eu r s  charbonnées. 

Avec ce t t e  espèce, 1 es résu l ta t s  sont moins spectaculaires qu'avec 

Silene dioica,  car l a  floraison obtenue i n  v i t ro  e s t  moins abondante. 

Quoi qu ' i l  en s o i t ,  C5 des pieds mâles e t  78 X des pieds femelles 

é t a i en t  parasités par l ' i l s t i l a r ] ~  violacea après deux mois de culture.  

Con'cl usion 

L'Vstilaqo violacea se dévelonne donc in v i t ro  comme dans les conditions 
naturel les .  Jusqu'à présent, i l  semSle qu'on n ' a i t  pu cul t iver  ce champignon 

sur mil ieu synthétiqi~e que soirs sa forme asexuée, levuroide ; i l  se mu1 t i p l  i e  
a l  ors  par bourgeonnetiient . 

La méthode que nous venons de r éa l i se r  permet d 'obtenir dans un 
temps relativement court (deux semaines) e t  dans des conditions aseptiques, 

des f leurs  parasitées de s i lène  ; en 1971, Hassan e t  1:acDonald avaient étudié 

l e  piiéno~~ène en cul t ivant  l e s  plantes parasitées dans l a  nature ; i l s  
n'obtenaient l e s  f leurs  charSonnées que cinq à dix mois plus ta rd .  

Soulignons enfin que notre méthode permet de r ecue i l l i r  aseptiquement. 

des té1 iospores e t  résout ainsi  l e  problème de leur  désinfection. 



Les méthodes de culture in vitro de plantules ou de fragments de t i ~ e s  de 

Silène nous permettant d 'obtenir dus té1 iospores dans des conditions aseptiques, 
i l  nous é t a i t  possible d 'envis3ger leur culture oure, d 'étudier les conditions 
de conjugaison chez ce chanpiqnon e t  de réal iser  des inoculums pour infecter 
des plantes saines. 

1 GERYIYI\TIOFJ DES TELIOSPORES ------------------- --------------------========= 

En placant dans de l 'eau stiilrile des t0liosoores recueillies dans 
des f leurs (ou des houtons floraux) obtenues i n  vi tro,  el les germent rapide- 
ment (12 h ) ,  leur taux de ger~inat ion e s t  bon (80 %). Nous avons pu ainsi 
observer les différentes phases de la germination. 

Si l 'on introduit 0 , l  nl de cet te  suspension dans 390 ml de solution 
nutritive de Lescure, contenus dans des f io les  de 5PO ml placées sur un agita- 
teur ro t a t i f ,  4 jours pl us tard, nous obtenons uge suspension b1 anchâtre, @ 

i1Li. i  
d o n t  1 'exanen t:~icroscopique révèle 1 'abondance des sporidies e t  des orozycé- 
liums. Si on prélève une petite quantité de cette suspension e t  q u ' o n  1 'observe 
en qoutte pendante, après 12 heures, on peut voir une quantité élevée de  

conju~aisons.11 nous a donc Daru intéressant d'entretenir la culture, en 

la  repiquant tous les dix jours dans l e  milieu in i t i a l  (Lescure) qui s ' é t a i t  
déjà revélé ( 5  "germination des téliospores") convenable pour l a  oermination 
des te l  i ospo res . 

La souche L .  ainsi obtenue coi;iprend en f a i t  u n  ti~élange de sporidies 
(+) e t  ( - )  ainsi que des prorr,yc&l iirrns e t  queloues tel  iospores dont l e  nombre 

diminue a chaque repiquage. 9. chaque passPGe sur u n  milieu neuf, nous avons 
vérif ié  l e  pouvoir de conjugaison des sporidies. 

I I  ISOLEILNT OES CLONES 
---a------------------ ...................... 

A ~ a r t i r  du 7e re~iquage,  nous avons constata une diminution impor- 

tante du taux de conjugaison. Ceci nous a inci té  a isoler  de la  souche L. 

des clones e t  à vérif ier  s ' i l s  étaient  compatibles ou non. !IOUS avons prélevé 



0,5 ml d'une suspension âg6e de 7 jours e t  l'avons diluée dans 200 ml d'eau 
d i s t i l l é e  s t e r i l e .  Une goutte de c e t t e  sus?ension diluée a é t é  é ta lée  sur 

du milieu de Lescure gélosé contenu dans une boite de Pé t r i .  Après 8 jours 

à 21°C, de pe t i tes  colonies blanchâtres apparaissent à l a  surface de l a  gclose ; 
e l l e s  correspondent au dévelopnenent des sporidies haploïdes q u i  se sont 

mu1 t i p l  iées  ~Qéta t ivernent  pour f o r ~ c r  u n  clone. 17 clones ont é té  i so lés .  

Pour montrer que deux clones sont cofiipatibles ou non, i l  s u f f i t  
de mélanger à volumes égaux deux clones après l e s  avoir mis en suspension. 
24 heures pl ris ta rd ,  en observant ces m6l anges, on peut v é r i f i e r  1 ' homocenéi t é  
e t  l a  purete des isolements. 

Quand l e  mélange de deux clones renferme des snoridies conjugu~es 

e t  que l e s  cultures pures n'en contiennent pas, on peut en dPduire eue ces 
deux clones sont compatibles ; sans pouvoir préciser lequel e s t  l e  (+) ou l e  
(-) .  S i  l e  mélange n'en renferme pas, c ' e s t  que l e s  deux clones sont du  ~ e n e  
signe. 

De ce t te  facon, nous avons déterminé au hasard un  certain 

nombre de clones compatibles (Tableau 34)   ami lesquels nous avons choisi 
6 pour une étude de l a  polar i té  (Tableau 35) des sporidies.  

Tableau 24 : E6termination des clones compatibles 

cl ones com~at i  b1 es  

0 0 clones non compatibles 

- 
1 lP-l1 '1?-13l5-?9 "q 7-18 

1 1 I 
1 

- COuples i 1-15 12-20 1 4-8 8-9 

1 
Dicaryons 
i 

QO 1 



Tableau 35 : Etude de l a  polar i té  entre 5 clones 

0'0 cl ones compati b l  es 

O O clones non conpatibles 

50 X des clones sont compatibles e t  50 % sont non compatibles 
(Tableau 25) .  Les sporidies sont donc bipolaires. 

De tous l e s  clones cornpatihles i so lés ,  nous n'avons conservé 
(par re~iquages  régul iers)  que les  nos 1 e t  15 a ins i  que 8 e t  9 ,  ces 

deux derniers ont é t é  pl us particul ièrement étudiés. 

I V  IYFLUENCE DE ?IlELq1lES FACTEt!RS SIR LA CONJUC-AISOY ...................................................... ...................................................... 

DES SPORIDIES ------------- ------------- 

Le taux de conjuaaison des sporidies compatibles e t  leur croissant 

ont é t é  étudiés en fonction de facteurs  physiques (temperature e t  lumière), 
physiologiqu~s (âge e t  densité des s y r i d i e s )  ou nutr i t ionnels  (azote e t  
saccharose), af in  de déterminer l e s  conditions qui permettent d 'obtenir 



l e  maximum de dicaryons pour des infections expérinentales. 

Les differentes  mesures sont effectuées de l a  facon suivante : 

1) Ciétemination du taux de conjugaison 

Le taux de conju7aison (Cg. Y )  e s t  déterminé à par t i r  d'un 

ou de plusieurs comptages d'environ 1000 ce l lu les  chacun 

Cg. 9: = snoridies conjunu6es )! 1r)O 
sporidies conjuguées + végétatives 

Pour étahl i r  'ce pourcentage, nous n 'avons pas tenu compte 
des sporidies conjugant par 3 (comptées pour 2 )  ni des bourgeons encore 
attachés sur  les  sporidies vegëtatives. 

2) Yesure de la  croissance 

Les cultures clonales ne renferment que des sporidies isolées  
se  multipliant par bourqeonn~nent. Leur hornog6néitG e t  leur  fa ib le  t a i l l e  
( 4 , 3  x 3,i-in) permettent d'évaluer l a  croissance végstative de la  cul ture ,  
par l a  nesure de la  D.9. (densité optique). Celle-ci s 'effectue à 550 nm, 
sur  une na r t i e  aliquote des cultures diluEe dix f o i s  (dans certaines 

expériences, l a  lecture e s t  effectuee sans d i lu t ion) .  

La croissance des m i ~ r ~ ~ ~ l t ~ r e ~  mixtes a également é té  

appréciée var l a  rnesure de l a  D.O.  a0rii.s di lut ion au l/lOe. I l  e s t  évident 
qu ' e l l e  a une s ignif icat ion t r e s  différente  de l a  croissance végetative 
mesuree sur l a s  cultures clonales. Ces nesures sont toutefois n6cessaires 
pour apprécier l a  v i a b i l i t é  des spo ridies,  en parti  cul i e r ,  lorsqu'on l e s  
place dans u n  environnement 1 eur é tan t  dCfavorable. 

A pa r t i r  de sporidies (clones 8 e t  9)  cultiv6es séparènent 
pendant 4U h en milieu l iquide ag i t é ,  on réa l i se  une ser ie  de microcultures 

~ i x t e s .  Pour ce la ,  on mélange 0,5 ml de chacune des suspensions clonales 
dans une microcuvette recouverte d'une lame de verre e t  placée dans une 
boî te  de Pé t r i .  Ces boites sont m i  ses à 1 'obscurité à 20 2 1°C. 



La conjugaison se déroule en t r o i s  temps : 

stade 1 = Apnariement : deux sporidies de signe contraire . . . . . . . se  rap?rochent e t  se  deplacent ensemble dans l e  milieu 
liquide,sans toutefois  qu ' i l  y a i t  de contact entre  leurs 

C 

nenhranes': Les premiers appariements se  produisent en deux heures. 

stade ? = Accolement : après t r o i s  heures de culture mixte, l e s  sporidies . . . . . . . . s 'accolent par paircs,sans qu'on puisse d i s t i n ~ u e r  s i  leurs  
\\ 
nembranesnsont réel 1 eaent soudées ou non. 
ries observation$ en nicroscopie électronique (Curinins e t  Day ,l*74) 
ont montré qc'à ce s tade,  les  parois sont soudées, a lors  que 
l e s  ~lasnalemrnes scnt encore s e ~ a r ë s .  1 

stade 3 = Develon~ement du tube de conjugaison. R ~ r è s  5 heures, les  . . . . . . . premiers tut-es de conjugaison apnaraissent entre  les  sporidies 

accolées ; i l s  s 'a l longent  dans l e s  heures qui suivent pour  
a t te indre iine t a i l l e  egale à ce l l e  des sporidies (< 2 5,um) 

Le pourcentage de conjugaison a é t @  déterxiné en tenant compte 
des couples de sporidies ayant formé u n  tube de ccnju7aison (Stade 3 ) .  

I l  a 6té évalu6 pendant 73 heures de  cul ture ,  d'abord toutes l e s  heures, puis 

à interval les  plus esaacés (Tableau 2 6 ) .  Te pourcentage e s t  nul pendant l e s  

4 nreinières heures, puis aujmrlnte rapirlernent l a  5e e t  l a  1% heure de cul ture  ; 
l e  taux :naximu!n e s t  a t t e i n t  34 heures après l a  mise en place des rnicrocultures. 
Nous avons égalenient observé que l e s  s ~ o r i d i e s  conjuyent  aussi lorsqu'on 

l e s  dépose en n e l a n ~ e  à l a  surface di1 milieu n u t r i t i f  s o l i d i f i é  par de 

1 'agar (8 O<). Poon Plartin e t  Cay (1?7d), q u i  u t i l i s e n t  de 1 'eau !Plosée comixe 
milieu de conjunaison, obtiennent I P S  nreviers tubes (3  h à 2 h 30 mn apr6s 
avoir né1 angé 1 es cl ones c o n ~ a t i  bl e s ) .  Néanmoins, après 12 ou 34 heures de 
cul ture  en milieu l iquide,  l e s  taux de conjugaison aue nous obtenons sont  
supêri eurs à ceux qu  ' i 1 s dénombrent sur de 1 ' eau gél osée ( r e s ~ e c t i  venent 

70,3 e t  R7,3 % pour environ 50 à 70 %). 

En nême temps, l a  prolifération des ce l lu les  a é t6 évaluée en 

mesurant l a  E.O. des microcultures diluées 10 f o i s  . Elle e s t  rapide en t r e  

l a  2e e t  l a  5e heure. DES qu'un grand nombre de sporidies sont accolées, 



Tableau 35 : Evolution du pourcentage de conju~aison e t  
croissance d'une microculture nixte  (clones 8 e t  S) 

dt!istila:o violacr?a, à 1 'obscuritl? e t  à l a  - 
tern~érature de ?O ' 1°C. 

I TE!!PS (h)  1 COYJ I !GAISON (%) 1 CRCISSAPICE (0.0.) 

el l e  e s t  r a l en t i e ,  sans doute parce que seules l e s  ce1 1 ules vGyétatives 
bourgeonnent activement. 3 ' a i  11 eurs, dans des cul tures en gouttes pendantes, 
lorsque les  sporidies sont t rop éloignées l e s  unes des autres ,  on observe 
après 5 ou 5 jours,  de nombreuses pe t i tes  colonies vey6tatives bien séparées 

1 
1 

I r! 1 O + O 1 11,5 0,5 



e t  provenant du bouvy)eonnement des sporidies isolées. Par contre, dans les 
cultures riches en snoridies, où les  conjugaisons sont nombreuses, ces 
colonies végétatives sont presque inexistantes. 

On comprend donc que la  croissance ralentisse dès que le t aux  de 

con.jugaison augmente. Après 24 heures, i l  ne reste dans les nicrocul tiires 

qu'environ 10 a 15 % de sporidies non conjuguées ; la  croissance est  alors 
très faible. 

c )  Variation de l 'aqt i tude 3 con,juquer au  ccurs de l a  croissance 

Des flacons renfernant cbacun 200 ml de pi1 ieu nutri t i f  sont 
5 ensemencés à la  densité de 3.10 cellules/inl avec l e s  clones 8 e t  9 provenant 

t d'une culture âgée de 7 jours, Fuis placés à 20 - 1°C sur u n  agitateur 
ro ta t i f .  Toutes les ?4 heures, on mesure la croissarce e t  on pr6pare des 

+ microcultures mixtes que l 'on olace à 1 'obscurit6 à '9 - 1 ° C .  Le taux de  

conju~aison déterminé ?4 heures plus tard e t  les mesures de l a  croissance 
effectuées à par t i r  des cul tures clona1 es, sont rapportés sur 1 a figure V .  

La croissance des sporidies es t  rapide jusou'au 3e jour, puis 
beaucoup plus lente.  R par t i r  du 7e jour, on observe u n  plateau correspondant 

à une phase stationnaire o ou va nt se prolonqer pendant une semaine. 

L'aptitude à la conjugaison, q u i  e s t  très élevee dans les cultures 
les plus jeunes, diminue entre l e  3e e t  l e  3e jour, ?uis plus lentement 
par la  suite.  Au cours de l a  phase stationnaire, les  sporidies sont pratique- 

ment incapables de conjuguer. La diminution t rès  rapide de leur aptitude 
à conjuguer semble 1 iée à t ro i s  facteurs au moins : 

- l 'âge des sporidies, 
- la densité des cultures, 
- l a  composition d u  milieu nu t r i t i f .  
11 e s t  évident que la croissance végetative staccom?agne de l a  

consommation d ' u n  certain nombre d'éléments q u i  peut entraîner des déséquilibres 

ioniques, une modification du pH e t  même des carences. 
Par a i l leurs ,  en vie i l l i ssant ,  les  cellules rejet tent  dans l e  milieu 

des substances diverses dont certaines pourraient favori ser ou i nhi ber 1 a 
conjugaison. Avant d'analyser 1 'action propre de chacun de ces facteurs, 
nous déterminerons les e f fe t s  de la température e t  de la  lumière qui jouent 



jours d e  cul ture 

Figure V : Croissance d'une culture clonale d'ustilago violacea en 

milieu liquide agi té  (+) e t  variation de l ' ap t i tude  à 

conjuguer (-u-) au cours d ' u n  cycle de croissance ( l a  

croissance e s t  évaluée par l a  mesure de la D:O. après dilution 
au 1/10e, 1 'aptitude à conjuguer par l e  taux  de conjugaison, 
24 h après avoir mélangé l e s  nating-types). 



un rôle important sur la  sexualité des champignons, mais dont les e f fe t s  
sur la conjugaison de 1'Ustilago violacea sont peu connus. 

d )  Facteurs physiques contrôlant 1 a conjugaison 

1) Température 

Des sporidies âgees de a8 heures (clones t? e t  9) sont séparees 

de ieur milieu de culture par centrifugation (15 rnn à $000 g )  , rincées 
à l 'eau d i s t i l l ée  e t  remises en suspension à la concentration de 22.10 6 

ce1 1 ules/ml dans du  niil ieu neuf. On mélange alors à volume égal les  deux 
clones compatibles e t  on.introduit 1 ml de ce mélange dans une série de 
microcrivettes, elles-mêmes placGes dans des b o i t e s  de Petri. Ces dernières 
sont placëes à 110hscurit6 dans des enceintes d o n t  les  températures 
s'échelonnent entre 2 ,5  e t  40°C. 

Après 24 heures de traitement, on constate que les  températures 
stimulant l e  bourgeonnenent ne sont pas les  mêmes que celles qui favorisent 

la  conjugaison (fig.VI). A 2,S0C, l e  t a u x  de conjugaison e s t  t rès variable 
nais toujours faible ; l e  bourgeonnement e s t  tr5s faible également . Les 
températures les plus favorables à la  conjugaison sont comprises entre 
15 e t  20°C (optirnurn 2 17,!j°C). Au-dessus de 20°C, l e  taux  de conjugaison 
diminue t rès  rapidement, i l  e s t  pratiquezent nul à part ir  de 25°C. La crois- 

sance des sporidies es t  stimulée par  1 es tenpëratures nnyennement élevées. 
Celle de 25"C, pour laquelle la croissance es t  o p t i ~ a l e ,  provoque des' - 
modifications de l a  morphogenèse. Après 4U heures, on observe dans des 
microcultures de nombreuses chaînettes linéaires ou ramifiées fornées de 
3 à 8 cellules accolées. Rprës 4 jours, ces "chaînettes" commencent à se 
dissocier e t  un certain nombre de cellules conmencent à s'engager sur la voie 
de l a  reproduction sexuee. A part ir  du 5e ou du 6e jour, les  accolenients 
sont nomSreux e t  on observe des con,jugaisons d o n t  l e  pourcentage varie 
selon les cultures, mais lui se caractérisent l e  ~ l u s  souvent par u n  tube 
de conjugaison relativement court. 

Les températures de 25 .3 30°C n'inhibent donc pas la  conjugaison : 
el l es  en ralentissent considérahl emnt 1 es processus. On comprend que dans 
ces conditions, après 24 heures de culture, l e  bourgeonnement so i t  beaucoup 
plus important. A 35OC, les cellules ne se divisent plus e t  meurent t rês  
rapidement. 



t e m p é r a t u r e  ( O C )  

Figure VI : Variation de l a  croissance (+-) e t  du  taux de conjugaison (-p.) 

de microcul tures mixtes de 1 'Ustilago violacea en fonction 
de l a  température ( l e s  mesures de l a  D.O.  e t  du taux de conju- 
gaison sont effectués 24 h après 1 'ensemencement). 



?es cultures placées à 25 e t  même 4 3Q°C pendant 24 h puis remises 

à l a  température de 17,5"C présentent 24 heures plus tard des taux de con- 
jugaison élevés. De même, des sporidies la issées 24 heures à 2,5 O C  e t  remiser 
à 17,5 ou à 20°C conjuguent tout  à f a i t  normalement 24 heures apr5s leur 
t ransfer t .  

2 )  Lumière 

Pour déterminer 1 ' inf 1 uence de 1 a 1 umiere sii r 1 e déroulement de 
1 a conjugai son, nous avons prénaré une sé r i e  de microcul tures mixtes analogues 

à cel les  u t i l i s ees  pour analyser l e s  e f f e t s  de l a  t e~n6ra tu re .  !!ne part ie  
des cultures e s t  o l  acée à 1 'obscurité à 20° 2 1, 1 'autre recoi t en pl  us 
de l a  luniëre du jour,  un éclairement continu d'environ 1900 lux fourni 
par des tubes luminescents (type lumière de jour de luxe). Le taux de 

conjugaison e t  la~croissance,après  24 heures de traitement, sont l e s  mêmes 
à 1 a 1 umi ère  qu ' à  1 'obscurité (Tabl eau 27) .  

% 
8 

(ri .O .) 

60,8 t 2,6 t Lumière . 27,O - ?,O 

Obscu ri t é  t 61,5 - 2,2 l t 28,O - 3,5 

Tableau 37 : Effet de l a  lumière e t  de 1 'obscurité 

sur l a  conjugaison e t  l a  croissance 
des sporidies de 1 'Ustilago violacea 

e )  Facteurs ph.~siologiques 

1) - Age des syoridies 

Pour étudier  les  e f fe t s  de l ' âge  des sporidies, nous ensemençons 
t r o i s  sér ies  de ni crocul tures avec des ce1 1 ul es provenant de 1 a cul ture 

des clones 8 e t  9 âgés de 2 ,  11 e t  19 jours. Les cultures mixtes sont 
préparées dans l e s  n ê ~ e s  conditions que pour l e s  expériences precédentes, 

6 4 l a  densité i n i t i a l e  de 22.10 cellules/ml. Elles sont placées 3 l 'obscuri té  
à l a  température optimale de 17,5"C. 



5 ,  ï.2, l e  e t  24 heures après l a  mise en place des ~iicrocul tures ,  
on détermine l e  pourcentap des ce l lu les  parvenues aux différents  stades 
de conjugaison précédemment dëf ini  S .  

L'âge des sporidies modifie la  dynacique de la con,jugaison 
(Fig.VII).P.prGs 6 heures, seules l e s  sporidies l e s  plus jeunes parviennent I 

I 

au 3e stade (b-5,6 % des ce1 1 ules de deux jours) .  A ~ r è s  9 heures, 69,9 % , 

des sooridies âgées de 11 jours y yrviennent  égalenent, a l a r s  que l a  1 
plupart de ce l les  prélevées à 19 jours sont encore au stade 2 .  En 24 heures, I 

6E,3 % des sporidies les  ?lus âgees sont à leur tour au stade 3. La conjugai- 
son se  deroule donc d 'autant  plus lentenent que l e s  ce1 lules  mises en 

contact sont plus âg6es, .oais après 34 heures, les  pourcenta~es de conjugaison 
(stade 3)  d i f fè rent  peu. I l s  sont toutefois u n  peu olus f a ib l e s  lorsque 

l e s  ce l lu les  ont ?lus de I I  jours. 

L'âge des saoridies ne ~ o d i f i e  ?as la  croissance (Tableau 2e) ; 

Tableau 28 : Effet de 1 'âge des sporidies sur la  croissance 

(mesurée par l a  D.O.) de cultures clonales 

7 J 

e t  de microcultures mixtes de 1'Ustilago violacea 

3E LA 
?,CE CES S?O?II>IES Er!SEI'Ef2CEES - - 

C U k l V ? E  , , , 
nicrocul tures mixtes 

r----- i l j .  1 9 j .  

cul trires clonales 

O 

6 

9 

12 

2 4 

48 

46 

2 j. 

05 

08,5 

10,5 

13 

2 9 

4 O 

125 

1 . 

06 

09 

10,5 

12  

22 

8 O 

122,5 

13 

15,5 

- 

18 

24 

- 

- 

12 

15 

16 

17 

2 3 

- 

- 

22 j. 

05,5 

08,5 

10 

11 

19 

69 

125 

11 

14 

14,5 

16,5 

2 2 

- 

- 



â g e  d e s  s p o r i d i e s  ( j )  

Figure V I 1  : Histogramcle montrant 1 ' e f f e t  de 1 'âge des sporidies de 1 'Ustilago 

violacea sur l a  cinétique de l a  conjugaison. Les pourcentages 

de ce1 lules  appariées (en blanc) , accol Pes (en hachures) e t  

présentant u n  tube de conjugaison (en noir) sont mesurés après 
6 ,  9 ,  12  e t  24 h de culture.  



en par t icu l ie r ,  on ne constate pas d'augmentation de l a  phase de latence 

comme c ' e s t  l e  cas pour des ce1 1 ules isolées de nombreux plantes supérieures 

(Dubois, 1975) .  Dans l e s  microcul tures  , 1 a croissance n ' e s t  pas indépendante 
des phénoniènes sexuels puisque l e  ralentissement de la  conjugaison, lorsque 
1 es ce1 1 ul es sont âgées, semble favoriser 1 e bourgeonnement. Dans 1 es  
cultures clonales, en milieu l iquide ag i té ,  où i l  n'y a pas conjugaison, 
1 'âge des ce l lu les  ne modifie pas l a  croissance tout  au moins lorsqu 'el les  
ont moins de 11 jours au moment de 1 'ensemencement. Des ce1 lu1 es pl us 

âgées présentent cependant une courte phase de latence avant de commencer 
à bourgeonner. 

2 )  Densi t é  des cultures 

Des sporidies âgées de 7 jours, provenant des clones 8 e t  9 ,  

sont séparées de la  solution nut r i t ive ,  rincées e t  introduites dans du  

milieu neuf ; à par t i r  de ces suspensions, nous réalisons des microcultures 
5 8 mixtes à des concentrations variant de 5.10 à 6.10 ce1 lu1 es/ml . Ces 

microcultures sont placées pendant 24 heures dans une enceinte obscure 

dont la  température e s t  maintenue à 20 2 1°C. 

Les pourcentages de conjugaison les  plus élevés sont obtenus 
quand on dilue 100 ou 200 fo i s  les  suspensions, ce qui correspond à une 

6 6 densi t é  ce1 1 ul a i  re  co~ipri se  entre  6.10 ce1 1 ul es/ml e t  3.10 ce1 1 u1 es/rnl . 
Une densité ce1 lu l a i r e  100 fo is  plus élevée ou 10 fo is  p l  us faible  rédui t  
fortement l e  taux de conjugaison. Un trop grand nombre de ce1 lules doi t  

gêner l a  rencontre des ce l lu les  conpatibles ; de plus, s i  1 ' inhibi t ion e s t  

l i é e  à une modification du milieu, celle-ci  sera d'autant plus inlportante 

que l a  densité des sporidies e s t  élevée. Inversement, lorsque l a  densité 

des ce l lu les  e s t  t r è s  f a ib l e ,  l a  réduction du taux de conjugaison résu l te  
sans doute de l a  d i f f i cu l t é  qu'ont les  sporidies à rencontrer un partenaire 
compatible (Tableau 29) . 

Tableau- 29 . : Effet de l a  densi t é  ce1 1 ul a i r e  sur 1 e pourcentage de 
con jugai son. 

?ensité des 
sporidies 

% de 

gaison 

6.10' 

1,610,4 

6.10' 

50,4?4,8 

3 . 1 0 ~  

57,0'2 $9 

6 . 1 0 ~  

66,6?5,3 

3.10 

65,4?9,3 

6 . 1 0 ~  

9,5+2,6 



f) Importance du carbone e t  de 1 'azote 

L'équilibre entre ces deux substances joue souvent un r ô l e  prépon- 

dérant sur l a  croissance e t  l e  reproduction sexuée des champignons. On s a i t  
mênie depuis longtemps que des milieux pauvres favorisent l a  conjugaison de 
nombreuses espèces d 'us t i lago ,  dont Ustilayo violacea (Kniep, 1319 ; Bauch, 

1922). Yotre milieu d 'entret ien renferme des n i t ra tes  (1,96 g/l de N03K e t  
0,29 g/l de (?403)2 Ca, 4 H20) e t  du  saccharose (20 g/l ) . Pour ces expériences, 
nous avons simplement multiplié l e s  doses de N03K e t  de saccharose par 0, 1/2, 

1, 2 e t  4 .  Dans ces conditions, les  mil ieux tes tés  renferment respectivement 

35, 170, 305, 580 e t  1120 mg/l d 'azote e t  0, 10, 20, 40 e t  80 g/l de 

saccharose. 
Dans une première expérience (Tahl eau 30) , 1 es spori dies sont 

cultivées sépar6i~1en.t pendant 48 h sur  l e  mil ieu d'entretien puis recueil  1 ies  
par centrifugation, rincées à l ' eau  d i s t i l l é e  e t  ensemencées en mélange dans 
des microcultures renfermant des doses variables de carbone e t  d'azote. 

Tableau 30 : Effet de l a  concentration du  saccharose e t  du n i t r a t e  1 

- 
Azote 

(mg/l) 

3 5 

170 

305 

580 

112U 
L 

de potassium sur l a  conjucjaison des sporidies I I 
Î 

Les cul tures ,  dont l a  densité ce l lu l a i r e  a étG ajustée 
6 

à 15.10 ce1 1 ules/ml , sont placées 24 h à 1 'obscurité à 17 ,!?OC. Les sporidies 
conjuguent même en 1 'absence de sucre. Des doses de 10 e t  de 20 g/l stimulent 

1 a conjugaison ; des doses pl us élevées , sont inhibi t r ices .  Une augmentation 

de l a  teneur en azote en t re  35 e t  1120 mg/l e s t  d'abord favorable (jusqu'à 

Saccharose (g/l ) 
- O 

73 $6 

67,5 

67 $3 
-- 

52 $8 

41,5 

80 

54 , l  

64 95- 

57,3 

46,7 

0 92 

4 O 

66 ,O 

76,9 

60 ,O 

66 $8 

35,9 

10 

67 ,O 

84,6 

79,6 

68,9 

40,5 

20 

79,l 

82,9 

68,8 

71,7 

43,8 



170 mg/1) puis de plus en plus défavorable. 

Les milieux les  pl us concentrés en azote réduisent l e  taux de 
conjugaison d'environ 50 % e t  lorsque la  teneur en saccharose e s t  el le-même 

élevée (80 g / l ) ,  1 ' inhibi t ion e s t  presque t o t a l e  (taux de conjugaison : 0,2 %) ). 

Dans une seconde expérience (Tableau 31), les  deux clones sont 

Tableau 31 : Effet de l a  concentration d u  saccharose e t  du n i t r a t e  - 
de potassium sur l a  conjugaison des clones nos 8 

e t  9 préal ablenent cultivés séparèment pendant 6 

Azote 

(m!J/l) 

35 

170 

3 05 

580 

1120 

jours sur l e s  milieux à t e s t e r .  

d'abord cul t ivés  séparément pendant 6 jours sur les  différents  milieux à t es te r .  
Une par t ie  aliquote de chacune des cultures e s t  alors diluée avec d u  milieu 
neuf présentant l e s  mêmes proportions de carbone e t  d'azote, de manière à 

6 ramener la  densité ce l lu l a i r e  à 15.10 ce1 lules/ml e t  l e s  deux suspensions 
compati bl es sont mél angées. Des microcul tures renfermant 1 ml de mélange sont 

pl acées dans 1 es mêmes conditions que 1 ors de 1 'expéri ence précédente. 

Saccharose (g/l  ) 

Les r é su l t a t s  d i f fè rent  peu des précédents. Notons toutefois  que 

l e s  for tes  teneurs en saccharose sont mieux tolérées quand l e s  concentrations 
d'azote sont favorables, mais que 1 ' inhibi t ion de la  conjugaison e s t  encore 

plus marquée quand l e s  mil ieux sont t rop riches en azote. 

O 

7395 . 

78,l 

59 , l  

67,3 

55,7 

Les e f f e t s  d e ' l a  teneur en carbone e t  en azote sur  l a  croissance 
végétative ont é t é  déterminés sur  des par t ies  aliquotes des cultures clonales 

après 2 e t  4 jours de cul ture  (fig.VIII),Les milieux dépourvus de sucre eiiipêchent 
I 

l e  bourgeonnement. La croissance e s t  optimale avec 20 g/1 de saccharose ; e l l e  

n ' e s t  pas réduite par des doses superieures (jusqu'à 80 g / l ) .  L'azote favorise 1 ; 
I 
I 

10 

75,9 

84,8 

67,2 

57,7 

49,5 

20 
-ppppp 

82,8 

86,9 

75,3 

68 ,O 

G O  ,6 

4 0 

68,2 

81,9 

76,4 

53,8 

6 $8 

80 

78,7 

77,3 - 
60, l  

123 

0 $2 
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également l a  croissance végétative jusqu'à environ 200 mg/l mais des doses 
supérieures ne l a  réduisent pas non plus. 

Le rapport carbonelazote qui contrôle l a  sexualisation de 
nombreux champi gnons (Ilal 1 , 1971, DEI{ORTER, 1972) n ' in tervient  pas sur 1 a 
conjugaison de 1 'Ustilago violacea, que ce s o i t  pendant 1 a culture niixte 

ou pendant 1 a culture clonale précédant l e  mélange des mating-types, nais 
l e s  teneurs en carbone e t  en azote ne doivent pas dépasser respectivement 

20 g/l e t  200 mgIl. On remarque que les  doses qui favorisent la  croissance 
végétative e t  l a  conjugaison sont l e s  mêmes. 

Les résu l ta t s  obtenus jusqu ' ic i ,  montrent que l a  réduction de 
l ' ap t i tude  à conjuguer qui se manifeste dans l e s  cultures clonales entretenues 

en niil ieu 1 iquide agi té  ( f ig .  V ) ne peut s 'expliquer ni par l e  viei l1  issement 
des ce l lu les  (fig.VII)ni par l'auomzntation de l a  densité ce l lu la i re  
(Tableau 29),  ni par une diminution -même importante- de 1 'azote ou du 

carbone (Tableau 30 e t  31) ; e t  nous avons vé r i f i é  que l e  pH -qui var ie  
de 5,6 à 7,4 en 7 jours de culture- intervient t r ë s  peu. On peut donc supposer 

qu'au cours de l a  croissance végétative, l e s  sporidies r e j e t t en t  dans l e  
milieu des substances qui inhibent l a  conjugaison. 

S) Mise en évidence de facteurs inhibiteurs de l a  conjugaison 

Nous avons réa l i sé  une sé r i e  de microcultures mixtes sur 
du mil ieu de Lescure neuf, sur u n  f i  1 t r a t  provenant d'une culture cl  onale 

de 10 jours e t  sur de l 'eau d i s t i l l é e ,  dans 1e.s conditions favorables 
suivantes : température de 20 ' 1°C, obscurité, densi t é  ce1 1 ul ai re d 'environ 

7 1.10 cellules/ml. L'expérience effectuée avec des sporidies âgées de 48 h 

e t  de 10 jours montre que l e  f i l t r a t  inhibe totalement l a  conjugaison, a lors  
que 1 'eau d i s t i l l é e  e t  l e  ni1 ieu de Lescure neuf fournissent des taux de 
conjugaison t r è s  élevés (Tableau 3 2 ) .  Des vérif icat ions effectuées après 
48 h e t  3 jours montrent qu ' i l  s ' a g i t  bien d'une inhibition e t  pas d'un 
simple retard.  L'origine des substances mises en cause peut ê t r e  double : 

secrétions des sporidies ou r e j e t  dans l e  milieu dû à l a  lyse  de ce l lu les  
âgées. Dans l e s  deux cas ,  i l  e s t  normal que 1 a concentration des produits 
augmente au f u r  e t  à rnesure du vieillissement des cultures e t  donc que 
1 'apti tude à conjuguer des sporidies diminue progressivement : c ' e s t  bien 



Tableau 32 .: Flise en évidence de facteurs inhibiteurs 

de la conjugaison dans u n  f i l t r a t  (milieu 
dans lequel les  sporidies se sont niul t ip l  iées 
pendant 10 jours). L'ensemencement des micro- 

cultures es t  effectué avec des sporidies 
de 48 heures (Exp. 1) ou de 10 jours (Exp. 2) 

MILIEU DE CULTURE 

Lescure neuf 

F i l t r a t  de 10 jours 

Eau d i s t i l l ée  

ce que l 'on constate sur la f ig .  V 

h )  Essais de caracterisation des facteurs inhibiteurs 

- 
TAUX DE CONJUGAISON 

Les inhibiteurs sont-ils des peti tes rnolCcules ou des 
protéines ? 

Exe. 1 ------------ -----------.----------- 

75,7 

O 

82,2 

. * 
Des f i l t r a t s  provenant de cultures clonales sont divisés en 

t ro i s  fractions : la première es t  ut i l isée t e l l e  quelle, la seconde e s t  
autoclavée à 110°C pendant 25 minutes, la troisieme e s t  dialysée pendant 
24 heures contre de 1 'eau d i s t i l l ée .  Des sporidies âgées de 2 ou 3 jours 

Exe. 2 ------------ 
80,7 

0 

78,l 

sont séparées de leur mil ieu e t  remises en suspension dans chacune des fractions 
7 à la  densité d'environ 1.10 cellules/ml. Les microcuvettes renfermant 1 m l  

des suspensions sont placées pendant 24 h à 1 'obscurité, à 20 1°C. Les 

taux  de conjugaison (Tableau 33) montrent que les substances inhibitrices 
sont thermostables e t  dialysables. La fraction dialysée fournit des taux 
de conjugaison variant selon 1 es conditions expérimentales, mais qui peuvent 
égaler ceux obtenus avec du milieu neuf. - 





ceux q u ' i l s  observent l e  plus fréquenment- marquent un re tour  vers un stade 
1evuroTde haploïde ou diploïde. Mais i l  n ' e s t  pas impossible que ces figures 
correspondent à des conjugaisons anormales entre un  filament présumé dicaryo- 
tique e t  une sporidie haploïde. En e f f e t ,  l e s  conjugaisons entre partenaires l 

multiples ( l e  plus souvent 3) ne sont pas rares (Planche 1 ) ,  e t  nous avons 

déjà signalé que des conjugaisons pouvaient s ' e f fec tuer  entre  des éléments 
t r è s  variés.  

Dans l e s  microcultures, l e  pourcentage de conjugaison produisant 
u n  filament e s t  toujours t r è s  f a ib l e  : moins de 1.10'~. Pour pouvoir f a i r e  
des observations pendant une période relativement longue, sur  une même popu- 
la t ion  de sporidies conjuguées, nous avons adopté une technique de cul ture  

en goutte pendante. 
Bien que l e s  sporidies res ten t  vivantes pendant une quinzaine 

de jours,  l es  filaments ne sont pas plus nombreux e t  leur croissance 

s ' a r r ê t e  dès q u ' i l s  mesurent 30 à 35prn. 

3) - Recherchesen vue de cu l t iver  l e  myc61iur;~ dicaryotique 

ilous avons réa l i sé  une culture associée de sporidies compatibles , 
e t  de colonies t i s su la i r e s  de Silene alba. Les sporidies non conjuguées l 

présentes dans l a  goutte de suspension déposée sur l e  t i s su  se multiplient 
t r è s  rapidement e t  recouvrent en quelques jours l a  surface du niilieu gélosé, 

i 
1 

rendant l e s  observations d'éventuels filaments mycéliens t r è s  d i f f i c i l e s .  
l 
1 
1 

La culture associée de sporidies (souche L) e t  de cellules.  I 

relativement isolées de Silène provenant de cultures entretenues en milieu i I 
l iquide ag i té  (Dubois e t  Bouriquet, 1974) e s t  plus fructueuse. Les essa is  

1 

I 

ont é té  conduits en goutte pendante avec du milieu de Lescure conditionné I 

( l e s  ce l lu les  isolées de Silene y ont séjourné pendant 10 jours. Les sporidies , 
denieurent vivantes pendant une quinzaine de jours, l e s  ce l lu les  de Si lène,  
un peu plus d'une semaine. Des filaments dicariotiques se forment de préfé- 

l 

rence sur l e  pourtour des amas ce l lu la i res .  ~ e Ù r  nombre varie beaucoup I 
1 

selon l e s  cultures : une dizaine dans l e s  cas l e s  plus favorables ; de 1 
. 1 

nombreuses cultures n'en renferment q u ' u n  ou deux, e t  certaines pas du tout. 1 

Avec du milieu de Lescure neuf, l e  bourgeonnement des sporidies e s t  beaucoup 
plus intense e t  l e s  pourcentages de conjugaisonset de filaments sont plus 
fa ib les  après une semaine de cul ture .  1 

Des cultures effectuées dans l e s  niêmes conditions mais sans 
ce1 1 ul es  de Si 1 ene fournissent également des f i  1 aments . Cornme par a i  11 eurs 
nous n'avons jamais constaté de contact entre  une hyphe mycélienne e t  une 
ce l lu l e  de l a  plante hôte, bien que l a  distance l e s  séparant f 7 ~ s s e  quelque- 



fo i s  t r è s  f a ib l e ,  on ne peut conclure à u n  e f f e t  favorable des ce l lu les  sur 
1 'induction ou l a  croissance des filaments. Tout au plus, peut-on s ignaler  

un e f f e t  favorable de l a  part  des milieux conditionnés. I l  peut ê t r e  
provoqué par l'appauvrissement du milieu, aussi bien que par la présence 

de substances inductrices. 

.j,) Concl usions 

- Les cultures clonales de sporidies secondaires de 1 'Ustilago 
violacea, entretenues en mil ieu l iquide agi t é  depuis pl us d'une année, 
gardent l a  poss ib i l i té  de conjuguer quand on l e s  mélange dans des conditions 
favorables. 

, 

- Les taux de conjugaison l e s  plus élevés sont obtenus lorsque 
l e s  sporidies,  prélevées dans des cultures clonales repiquées depuis 24 ou 
48 heures, sont ensemencées en mélange à une densité i n i t i a l e  d'environ 

6 5.10 ce l lu les /n l ,  dans u n  milieu liquide relativement peu concentré en 
sucre  (moins de 20 g/1 de saccharose) e t  en azote (environ 200 ng/l ) , 

- Les milieux dans lesqurls  se  développent l e s  cultures clonales 

inhibent plus ou moins l a  conjugaison. Cette inhibition, qui e s t  t o t a l e  
après une dizaine de jours de cul ture ,  n ' e s t  pas due à une modification 

du pH ni a un épuisement du milieu. Elle e s t  provoquée par des substances 

thermostables e t  dialysahles rejetées  dans l e  milieu par l e s  sporidies 
végétatives ou provenant des ce l lu les  mortes. 

- Noins d'une conjugaison sur 10 000 produit un filament 
mycélien. Des essais  de cultures associees avec des t i s sus  ou des ce l lu les  
du Silene alba ou des cultures en présence de f i l t r a t s  provenant de -- 
suspensions ce1 lu l a i r e s  de Silène ,n ' o n t  pas permis d'obtenir des pourcentages 

de filaments pl us importants ,ni u n  meilleur développement de ces derniers.  



E T  S I L E N E  D I O I C A  P A R  L ' U S T I L A G O  V I O L A C E A  

Nous avons ten té  d ' infecter  des pl antul es, cies roset tes  e t  des 
fragments de t iges ,  par des inoculums dlUsti  1 ago viol acea d'origines 
différentes .  

Le b u t  de  ces experiences é t a i t  de déterminer l e  pouvoir pathogène 
de ces inoculums e t  de préciser l e  stade de développenent des silènes l e  
plus favorable à l a  pénétration du parasite.  

1 PREPARATIO!{ DES INOCULUMS ......................... ......................... 

a )  Souche levuroïde haploïde (clone no 8) 

Cette souche a é t é  cultivée en milieu liquide agi té  ( ~ i i l i e u  de 
Lescure) . Après 8 jours de cul t u rc ,  nous ?ré1 evons u n  vol ume déterminé de 1 a 
suspension ce l lu la i re  que nous diluons au lj3 e t  nous 1 'inoculons à des 
plantules ou à des explantats. 

b) Suspension de té1 iospores 

Des têliospores prélevées aseptiquement dans des f leurs  obtenues 
i n  v i t ro  à par t i r  de fragments de t iges  parasitées de -- Silene - alba sont 
concentréesdans de l ' eau  s tér i le ,environ 2 heures avant u t i l i s a t ion  pour 
infec ter  des plantes en roset tes  e t  des fragments de t iges  de -- Silene alba. 

c )  Les dicaryons 

A p a r t i r  des clones compatibles 8 e t  9 ,  nous réalisons une 
suspension mixte pour obtenir des dicaryons. 

Les sporidies (+) e t  (-1 âgées de 48 heures sont mélangées à volume 
égal , en tenant compte de 1 a concentration de 1 a suspension, puisque 1 e s  
cultures t r è s  riches en sporidies sont défavorables à l a  formation des 
dicaryons. Le mélange e s t  maintenu à 20°C dans des conditions aseptiques 
pendant 24 heures avant u t i l i s a t i o n ,  de manière à obtenir u n  taux élevé 

l 
i 

(260 X) de dicaryons. Cet inoculum servira à infecter  des plantules, des plantes 1 
1 

er! roset tes  e t  des fragments de t ige  de Silene alba e t  Silene dioTca. - 



d) t4ycél ium dicaryotique 

On considère jusqu'à présent que seul l e  mycél ium dicaryotique 
peut se développer à 1 ' in té r ieur  des t i ssus  des silènes.  Les travaux de 
Hassan e t  !lac!lonald (1971) ayant montré que ce mycélium é t a i t  plus abondant 
au niveau des noeuds que des entrenoeuds, nous avons essayé d 'é tudier  son 

action paras i ta i re  en déposant des fragments de t i ssus  découpés au niveau 
des noeuds de t iges  parasi tées (contenant donc l e  myc61 ium di caryotique) 
sur des noeuds provenant de t iges  saines. 

I I  MODE D'INFECTION ----------------- ----------------- 
a)  t e s  expl antats  

Les explantats prélevés au niveau des noeuds de jeunes t i g e s  saines 
sont infectés ,  s o i t  en injectant  à l a  seringue 0 , l  ml d'inoculum (suspension 

de spores, de sporidies haploïdes ou de dicaryons) au niveau du bourgeon 
axi 1 l a i  r e ,  s o i t  en déposant sur 1 es bourgeons une goutte de 1 'inocul um, s o i t  
en trempant l e  noeud en t i e r  pendant 6 heures dans l'inoculum, s o i t  enfin 

par contact avec un fragment de t i s su  parasité.  

b) Les plantules 

Les plantules de Silene alba e t  -- Silene dioi'ca ont é t é  infectPes 
s o i t  par imlersion co~iplète pendant 6 heures, s o i t  en t r e ~ p a n t  seulement les  

racines dans 1 'inoculuni. Les premières ont é t é  cultivées en serre e t  i n  v i t ro ,  
l e s  secondes n'ont é t é  cultivees qu'en serre .  

c )  Les roset tes  

Les roset tes  provenant du  développement de plantules saines ont 
6 t é  infectées par injection de 1 ' i n o c u l u ~  à 1 'aide d'une serinyue. L'injection 

se  f a i t  au centre de l a  rose t te ,  de façon à toucher l e  bourgeon cen t ra l .  

d )  !.Iilieux de culture 

Les plantules, après avoir é t é  infectées expérinientalement, sont 
placées certaines en champ ou en ser re  comme l e s  plantes en rose t tes ,  d 'autres 

comme l e s  fragments de t i g e ,  sont cultivées aseptiquement sur un milieu çélosé 
renfermant du  glucose ( 3  % dans l e  cas des plantules,  6 % dans celui des 
explantats) a ins i  que l e s  éléments n u t r i t i f s  de l a  solution de Murashige e t  

S koog . I 



I I  1 RESULTATS EXPERI t,IENTAUX ........................ ........................ 

a )  Action d'une souche levuroide haploïde de 1'Ustilago violacea 
sur l e s  fragments de t ige  de Silene alba.  - 

10 jours après la mise en cul ture  des noeuds infectés par la  souche 
levuroide, l e s  t iges  secondaires formées in vi t ro sont tout  à f a i t  semblables 
aux t iges  saines observées au .cours de l a  floraison i n  v i t ro .  Les colonies 
levuroides se multiplient rapidement sur les  explantats e t  a t te ignent  l a  

surface du milieu de culture où e l l e s  consti tuent une masse pâteuse autour 
des noeuds. Aucune s t ructure inycél ienne n 'a é t é  constatée. Le phénomène 
de castrat ion parasi t a i r e  qui caractér ise  l e  développement d u  champignon 
dans l 'hô te  n 'a  pas é t é  observé dans c e t t e  expérience q u i  por ta i t  sur 15 

paniers de 24 tubes de culture.  Par a i l l e u r s ,  l e  nombre anormalement faible  

de reprises des explantats l a i s s e  supposer que l e s  colonies levuroïdes 
haploïdes de 1 ' Ustil ago vi 01 acea gènent 1 e développement des noeuds cul t ivés  
i n  v i t ro .  

b) Action d'une souche levuroide haploïde d2 1'Ustilago violacea 
sur l e s  plantules de Silene alba 

Les plantules immergées pendant s ix  heures dans 1 'inoculum sont 
ensemencées sur l e  milieu gélosé de Murashiçe e t  Skoog contenu dans des 
bouteil les à large ouverture. 

Après 4 jours de cul ture ,  correspondant à l a  période d'adaptation 
des plantules sur leur  nouveau milieu, l a  reprise para i t  bonne. Un mois plus 
t a rd ,  a lors  qiie l e s  témoins se développent normalement, qu  ' i l s  forrcent 
de nouvelles f e u i l l e s  e t  que leurs  t iges  s 'épaiss issent ,  l a  croissance des 
plantules infectées e s t  bloquée par 1e.développement t r è s  rapidit des 

sporidies qui couvrent presque toute l a  surface du milieu de cul ture .  
Après deux mois, l a  presque t o t a l i t é  des plantules infectées nieurt intoxiquée 
par l a  présence d u  champignon. 

La souche haploïde de 1 'Ustilago violacea qui s ' é t a i t  déjà révélée 
inhib i t r ice  de l a  croissance des colonies t i s su la i r e s  de Silene - alba e t  
incapable de parasi ter  l e s  explantats cul t ivés  in v i t ro ,  e s t  aussi toxique 

pour l e  développement des plantules de s i lène .  



c )  Infection de noeuds provenant de t iges  saines par l e  myc'el i u m  
dicaryotique 

Des noeuds prélevés sur des t iges  saines mis en contact avec des 
fragments de t i ssu  parasité renfermant l e  r,:yc61ium dicaryotique, sont 

ensemencés sur l e  milieu gélosé de Murashige e t  Skoog. 

A par t i r  du 2e jour de cul ture ,  l a  plupart d 'entre  eux sont envahis 
par des chanipignons autres que 1 'Ustilago violacea ; quand nous avons pu 

év i t e r  ces pollutions, l e s  f 1 eurs néoforciées sont indenines du  chainpignon. 
L'hypothèse qui cons is ta i t  à croire  que l e  mycél ium dicaryotique contenu 
dans l e s  t i ssus  parasités passerait  dans les  t i ssus  sains  tî'a oalheureuse~ent 

pas pu ê t r e  vér if iée .  

l d) Infection des s i lènes par l e s  téliospores de 1 'Ustilago violacea - 

1) I n f e c t j o ? v é e s  en s e r s  

Des plantules de Silene alba âgees de deux semaines sont imniergées 
pendant 6 heures dans une suspension renfermant à l a  f o i s  des téliospores,  
des sporidies haploïdes e t  des sporidies conjuguées. Elles sont ensuite repi- 
quées en pots. Après un mois de cul ture ,  ces plantules forment des rose t tes  
comparables à ce l les  obtenues avec des plantes n'ayant pas é t é  soumises à 

1 'action du champignon. 

Les preniers boutons floraux apparaissent après 2 mois e t  l e s  
f l eu r s  s'épanouissent deux semai~es plus tard. 

Dans ce cas,  nous avons pu constater que 11 pieds mâles sur 14 
e t  18 pieds femelles sur 2 1  é t a i en t  parasités par 1'Ustilago violacea. Toute- 
f o i s ,  l a  méthode u t i l i s ée  ne perinet pas de savoir s i  1 'agent infectieux 

é t a i t  représenté par l e s  téliospores ou l e s  sporidies conjuguées. 

2)  Les rose t tes  cultivées en serre  

Les roset tes  de Silene alba sont infectées au niveau du bourgeon - 
terminal par une suspension concentrée de téliospores.  Quatre mois plus 
t a rd ,  6 plantes sur 10 portaient des f leurs  dont la nioitié (2  pieds femelles 
e t  1 pied mâle) é ta ien t  parasitées par 1'Ustilaço violacea. 

3)  Les f r a ~ n e n t s  de t ines  de Silene alba cul t ivés  in v i t ro  

Des noeuds provenant de plantes saines sont infectés par une 
suspension de té1 iospores. Un mois plus ta rd ,  105 explantats su r  144 portaient 



des f leurs .  Une observation rigoureuse des f leurs  mâles e t  femelles ne 
révèle aucune modification morpho1 ogique caractér isant  l a présence de 

1 'Ustilago violacea. 

4) Concl us i on 

Les té1 iospores de 1 'Ustilago violacea se  sont montrées pathogènes 
sur l e s  roset tes  cultivées en ser re ,  e t  probablement sur l e s  plantules 
cultivées dans l e s  mêmes conditions. Les résu l ta t s  négatifs enregistrés 

sur l e s  noeuds cul t ivés  in v i t ro  seraient peut-être provoqués par une 
mauvaise germination des téliospores.  

e )  Infection des s i lènes par l e s  sporidies conjuguées 

Silènes ctil tivges en serre  

1.1. plantules de Silene dioïca 
Les plantules infectées par immersion dans la  suspension de 

sporidies conjuguées se  développent en roset tes .  Beaucoup d'entre e l l e s  sont 

restées à ce stade sans qu'on puisse préciser s i  e l l e s  é ta ien t  parasitées 
ou non. Certaines ont néanmoins manifesté l e  phénomène de niontaison ; parmi 

ces dernières,  aucun pied fene l le  n ' é t a i t  parasi té ,  a lors  que 7 pieds mâles 
sur 7 1 ' é ta ien t .  

Notons aussi que l e  parasitisnle de ces pieds a é t é  obtenu à p a r t i r  
de dicaryons provenant de l a  germination de té1 icspores récol tées dans l e s  

anthères de Silene al ba ; c ' e s t  donc l e  riiEme Ustila2o violacea q u i  parasi te  
l e s  deux espèces de s i lènes .  

1.2 plantules de -- Silenî  - alba infectées par les  racines 
On pouvait se  denander s i  tous l e s  organes de l a  plantule é t a i en t  

récept i fs  e t  s i  par exemple l e s  racines pouvaient ê t r e  une voie d ' infec t ion .  
Mous avons donc entrepris  des expériences identiques aux précédentes, niais 
en prenant soin de n'immerger pendant 6 heures que l e s  racines dans l a  

suspension de dicaryons. Les plantules sont ensuite repiquées en se r re .  

En f i n  de cul ture ,  l e s  anthères de 9 pieds mâles e t  de 16 pieds 

femel l e s  é ta ien t  bourrées de té1 iospores dlUsti  lago viol acea ; 5 pieds 

é t a i en t  restés  en roset tes .  



La méthode d'infection par  la racine donne donc des résultats 
positifs q u i  montrent que les racines peuvent constituer une voie de pénétration 
du parasite. 

1.3 rosettes de Silene - alha e t  Silene dioïca 

Afin de vérif ier  que le  stade plantule n ' é ta i t  pas l e  seul sensible 
à 1 'Ustilago violacea, nous avons réalisé des infections expérimentales 
quand les plantes (âgées d'environ 4 mois) avaient a t te in t  l e  stade de 
rosette.  Nous avons alors injecté au mois de Mai l'inoculum constitué de 
dicaryons au niveau d u  bourgeon terminal de Silene - alba e t  Silene dioïca. 

L'expérience a porté sur 5 pots de chaque espèce. 3 pieds femelles 
e t  1 pied mâle de l'espèce - alba etaient parasités par 1'Ustilago -- violacea ; 

l e  5e pot e s t  resté en rosette jusqu'à la f in de 1 'expérience. 

L'espèce dioïca avait un pied mâle e t  un pied femelle parasités ; 
2 pieds rnâles portaient des fleurs parfaitenient saines e t  u n  pied e s t  

resté à l ' é t a t  de rosette. 

2 )  Silènes cultivées en champ 

Les rosettes de Silene al ha e t  Silene dioïca infectées de la  même 

façon que celles maintenues en serre,  sont cultivées dans u n  chainp où e l l e s  
ont passé l 'h iver .  A la belle saison, e l les  se développent e t  f leurissent ,  
Dans l e  cas de Silene alba, 10 pieds mâles sur 15 e t  18 pieds fernelles 

sur 19 étaient parasités ; avec Silene dioïca, 5 pieds mâles sur 10 e t  
7 pieds femelles sur 10 étaient  également parasit6s. 

Ainsi, les plantes au stade rosette peuvent ê t re  infectées e t  
l e  ch&ripignon résiste au froid hivernal. 

Nous avons également réalisé des infections avec les  deux souches 
8 e t  9 ,  haploïdes e t  compatibles, réunies quelques minutes seulement avant 
l'expérience, de facon que l ' infect ion so i t  réalisée pa r  des sporidies 

non conjuguées. Cette suspension a é té  injectée à des rosettes de Silene dioïca. 
4 pieds mâles sur 5 e t  5 pieds femelles sur 5 étaient parasités à la f in  de 
1 'expérience. 



En conséquence, l e s  sporidies conjuguées (dicaryons) ont u n  pouvoir 

pathogène à 1 'égard des deux espèces de s i lènes,  quel que s o i t  l eur  stade ' 

de développement, quelles soient cultivées en se r re  ou en champ. D'autre 
par t ,  i l  n ' e s t  pas indispensable d'attendre que l e s  sporidies conjuguent 

pour r éa l i se r  ces infections,  puisque l a  réunion de deux clones compatibles 
s u f f i t  pour provoquer l e  phénoiriène de castration parasi ta ire  sur Silene - alba 
e t  Silene diolca.  

3) Silënes cultivées in v i t ro  

Après avoir montré qu ' i l  é t a i t  possible d 'obtenir in v i t ro  des 
f leurs  de s i lènes parasitées par 1 'Ustilago violaces, à p a r t i r  d 'explantats 

déjà infectés dans l a  nature e t  qu ' i l  é t a i t  aussi possible de r é a l i s e r  
des infections a r t i f i c i e l  l e s  sur des plantes ent ières  cultivées en pot, 

nous avons tenté  d ' i n fec te r  à 1 'aide de dicaryons des plantes en t iè res  

cultivées aseptiquenent , des fragnients de t iges ou des colonies t i s s u l a i r e s  
cultivées i n  v i t ro .  

3.1 l e s  pl antules de Si1 ene al ba 

Des graines de Silene - alba sont mises à germer dans des conditions 
aseptiques ; lorsque les  plantules ont a t t e i n t  3 ciii, e l l e s  sont immergées 

pendant 6 heures dans l'inoculum constitué par une suspension de dicaryons. 
El 1 e s  sont ensui t e  transpl antées sur  un mi 1 ieu gél osé comprenant 1 es éléments 
n u t r i t i f s  de la  solution de Flurashige e t  Skoog e t  3 X de glucose. Le dévelop- 
peinent des plantules e s t  tout  d'abord normal ,e l les  ne tardent pas à former 
de pe t i tes  rose t tes ,  mais leur  croissance s ' a r rê te  rapidement. Pendant ce 
temps, sporidies e t  dicaryons se multiplient t r è s  activement par bourgeon- 
nement, forment des colonies qui s ' é t a l en t  e t  s 'épaiss issent  à l a  surface 
du milieu, inhibent l e s  plantules qui j.aunissent e t  se  nécrosent. 

3 . 2  fragnients de t iges  

Des explantats prélevés au niveau des noeuds de t i r e s  saines 
de Silene alba e t  Silene dioïca sont préparés pour ê t r e  cul t ivés  i n  v i t ro .  -- 
Au monlent de 1 'ensemencement, on les  infecte à l a  seringue au niveau du 

bourgeon a x i l l a i r e ,  avec 0 , l  ml environ d'un inoculum constitué par une 
suspension de sporidies conjuguées. 

Après un mois de culture,  11esp5ce - alba présente 17 explantats 
sur 73 portant des f l eu r s  parasitées.  Quant à l 'espèce dioïca,  l e  nombre 



d'explantats ayant f l eu r i  é t a i t  fa ib le  parce que l e s  noeuds é t a i en t  déja 
l t r è s  l i gn i f i é s .  rléannoins, 5 pieds sur 13 é ta ien t  infectés par l e  champignon. 

Nous avons recommencé l a  même expérience en variant 1 e mode 
d'inoculation. Au l i eu  d ' i n j ec t e r ,  nous déposons à l a  seringue une goutte 
correspondant à 0,1 ml de l a  suspension de dicaryons : seulement 6 explantats 

de -- Silene al ba sur 54 é ta i en t  parasités par 1 'Ustilago violacea. 

Au cours de ces expériences d' infections expérimentales, l e  seul 

c r i t è r e  que nous avons retenu pour affirmer que la  plante é t a i t  ou non 
parasitée,  é t a i t  l a  présence des f leurs  charbonnées. I l  e s t  possible que d'autres 
expl antats  n ' ayant pas encore f leur i  renferment aussi du  mycél ium dicaryotique, 
nais  nous n 'avons pas f a i t  d'observations cytologiques . 

' Quoi qu ' i l  en s o i t ,  ces essais  montrent cependant que l e  cycle 
complet de 1 ' Ustilago viol acea peut ê t r e  obtenu dans des conditions rigoureuse- 
ment contrôlées. 

3 . 3  l e s  t i ssus  isolés  de Silene alba -- 
Hous nous son-nes demandé s i  1 ' U i h g ~ .  viol acea, parasi t e  obl iga to i re ,  

pouvait effectuer son cycle de développement en présence de t i s s u s  de 1 'hôte, 
sans différenciation f lo ra l e .  Yous avons donc mis en culture (milieu de 

Murashige e t  Skoog, 3 P: de glucose 2,4 D IO-') des fragrients de 250 mg 

prélevés sur des colonies t i s su la i r e s  de -- Silene - alba.  A 1 'aide d'une seringue, 

nous déposons à l a  surface des explantats environ 0 , l  ml d'inoculun (suspension 
de sporidies conjuguées). 

La présence du charilpignon rédui t  t r è s  fortement l a  croissance des 
t i s sus  qui f in i s sen t  par se  nécroser, a lors  que les  sporidies se  multiplient 
rapidement, envahissent l e s  t i ssus  e t  l e  fiiilieu de culture.  

Une observation au ~ ic roscope  montre que l e s  sporidies qui se 
développent fusionnent entre  el les  sans donner de f i  lainents mycél ienr. Plous 

n'avons pas observé non plus l a  formation des téliospores sur ces t i ssus .  
Nous avons recommencé l 'expérience en infectant  l e s  t i s sus  lorsque 

l e s  colonies t i s su la i r e s  sont en pleine croissance (environ 2 g ) .  La goutte 
d'inoculun e s t  déposée de façon qu ' i l  n'y a i t  aucun contact en t re  l e  champignon 
e t  l e  milieu de culture.  Le résu l ta t  e s t  l e  même que précédemment avec u n  
délai  plus long. 



CONCLUS IOFI ---------- ---------- 

En résurné, nous constatons que l e s  clones 8 e t  9 d'llstilago violacea 
que nous avons isolés au laboratoire depuis 15 niois e t  entretenus régulièrevent 
dans des conditions aseptiques, ont conservé leur pouvoir pathogène. Toutefois, 
conmie cela ava i t  déjà é t é  signalé (Hassan e t  tlacDonald, 1971) ,nous confirmons 
que l e s  sporidies ha?loTdes q u i  ne peuvent pas produire de filaments dicaryoti-  

ques sont incapables de parasi ter  l e s  s i lenes ,  a lors  que l e s  sporidies 
conjuguées ont u n  bon pouvoir pathogène. 

Les inoculuns qùe nous avons u t i l i s é s  proviennent de téliospores 
récol tées dans des anthères de Si 1 ene, al ba , i  1 s sont susceptibles d ' infecter  - 
aussi Silene dioica ce qui sou1 igne que 1 'Ustilago violacea n'a pas de - 
spéc i f ic i té  t r è s  s t r i c t e .  De plus, la pén6tration du  champignon dans l e s  t i s sus  
de 1 'hôte senible se f a i r e  de façon identique dans l e s  pieds ciâles e t  
femelles de deux espèces. 

Les essais réa l i sés  sur des plantes ent ières  ont permis de mmtrer 

que 1 ' infection pourrait avoir 1 ieu à différents  stades de développement 
de l a  plante. La pénétration d u  parasite peut se f a i r e  par différents  organes, 
l e s  bourgeons e t  les  racines é tan t  particulièrement favorables 5 c e t t e  pEnC- 

t r a t ion .  Par a i l l eu r s ,  a lo r s  que l a  température e t  l a  lumière jouent u n  
rô le  iriiportant dans l a  floraison des s i lènes,  i l  seniblerait que l e  champignon 
r é s i s t e  t r è s  bien au f ro id  hivernal. L'Ustilago violacea e s t  certes u n  
parasi te  s t r i c t ,  c 'est-à-dire qu ' i l  ne peut pas effectuer son cycle de 
développement sur milieu synthétique ; m i s  i l  'ne l e  peut pas non p l u s  sur 
l e s  cel lules  vivantes des colonies t i s su la i r e s  de Silene a lba ,  i l  semble donc 
que l e s  relat ions hôte-parasite soient t r è s  é t r o i t e s  e t  que l e  chanpignon ne 
puisse avoir son développement complet que par l ' in termediaire  des anthères 
de s i lènes ,  sans qu'on sache d ' a i l l eu r s  exactement pourquoi. 

Du r e s t e ,  après avoir obtenu l a  floraison i n  v i t ro  des s i l ènes ,  
nous avons r éa l i sé  l e  cycle du champignon dans des conditions rigoureusement 
contrôlées e t  dans un délai  relativement court  (1 mois). 



C O I 4 S I D E R A T I O ! 4 S  G E N L R A L E S  

Beaucoup de travaux sur l e s  champignons parasites se  rapportent à 

l a  germination des téliospores e t  à leur culture en milieux a r t i f i c i e l s  
(Nielsen, 1972 ; Zambettakis, 1373). Certains auteurs ont précisé l ' ac t ion  
de l a  1 umière (Eecerescu, 1973, KRAJNY, 1974), de l a  temperature ou du pH 

(Huguenin , 1974) . 
Pour aborder plus aisément les  relations hôte-parasite, nous avons 

é t é  amené à u t i l i s e r  un milieu permettant à l a  fo i s  l a  croissance des t i s sus  
de 1 'hôte e t  ce1 l e  du champignon. Toutefois, 1 'étude de la  germination des 
té1 iospores de 1 'Ustilago violacea nous a permis de constater qu'el l e s  germent 

facilement sur des milieux t r è s  divers ; l e s  bons r é su l t a t s  obtenus, même 
sur l ' eau  d i s t i l l é e  s t é r i l e ,  soulignent que l e s  téliospores n'ont aucune 
exigence particul ière .  Hassan e t  PacDonald (1971) ont d ' a i l l eu r s  montré qu'el - 
l es  germent aussi bien à l a  lumiere qu'à l 'obscur i té  à des tenperatures 
comprises entre 5 e t  38OC. Cette indifférence n ' e s t  cependant pas générgle 
puisque l e s  té1 iospores d'Ustilaao -- t r i t i c i  germent mieux à 1 'obscurité qu'à 
l a  lumière qui exerce une inhibition marquée entre 460 e t  500 nm (Krajny,1974). 

Signalons aussi que Forsyth (1955) a mis en évidence un phéno~iëne d'auto- * 

inhibition de l a  germination des Uredospores de Puccinia - graminis var. 
t r i t i c i  par su i te  de l 'émission de triméthylethylène. S i  l a  aermination de 

1 ' U s t i l a ~ o  - violacea ne nécessi t e  aucune substance nut r i t ive ,  l e  développement 

u l té r ieur  exige d'une par t ,  l a  présence de vitamine 131, ce q u i  confirme l e s  
résu l ta t s  de Schopfer e t  B l  uriler (1938), d 'au t re  par t ,  ce1 l e  d'un sucre,  par 
exemple l e  glucose ou l e  saccharose que nous préconisons à l a  dose de 2 %, 

T ~ u t e f o i s ,  contrairement à ce qu'on observe avec l e s  t i ssus  de Phanérogames, 

l e s  for tes  doses (100 g / l )  n ' inhibent pas l a  croissance du champignon. La 
température optimale de c e t t e  croissance e s t  de l ' o rd re  de 25°C ; e l l e  e s t  

presque nulle en-dessous de 2,5"C e t  au-dessus de 35°C. 

Comme l a  germination des téliospores,  l a  conjugaison des sporidies 
(t) e t  ( - )  ne semble pas avoir  d'exigences nut r i t ives  par t icul isres ,  puisque 
nous 1 'avons obtenue à u n  taux élevé, aussi bien dans 1 'eau d i s t i l l é e  que sur  
l e  milieu n u t r i t i f  de Lescure. 



Elle n ' e s t  pas influencée par l e  rapport C/N du milieu comme c ' e s t  parfois 
l e  cas (Huguenin, 1974). Elle se déroule aussi bien a 1 'obscurité qu'a 

l a  1 umière, a lors  que chez de nombreuses espèces de champignons, 1 ' induction 

lumineuse, a u n  stade déterminé, e s t  indispensable à l a  sexualisation 
(Toussoun e t  Meinhold, 1967 ; Dehorter, 1972 ; MERIbIOTO e t  ODA, 1974). 

Parfois même, comme chez Coprinus conqregatus, l ' influence de la  lum.ière 

e s t  encore pl us complexe (Vanachere, 1970). 

L'âge des sporidies d8Ustila?o violacea, leur  densité dans l e  
mil ieu de cul ture  e t  l a  température influent sur ' l a  conjugaison q u i  e s t  
inhi bée au-dessous de 10°C e t  au-dessus de 2 2 O C .  L '  inhibit ion provoquée 
par les  températures élevées e s t  à rapprocher du blocage de l a  reproduction 

sexuée mise en evidence chez divers ascomycètes (Henriksson e t  Morgan Jones, 
1962 ; Dehorter, 1972), bien que ce ne s o i t  pas un phénomène général, 
puisque chez Sordaria fimicola l e  maximum de périthèces e s t  obtenu pour 
des températures élevées (Hal 1 , 1971). D'ai 11 eurs , des températures, cême 

peu élevées, influent sur 1 a f ruc t i f ica t ion  des Basidiomycètes, car  le 
nombre de carpophores produit par diverses agariales e s t  rédui t  entre  14 

e t  20°C (Flegg, 1968), a lors  que l a  température optimale pour la  f ruc t i f i ca -  
t ion de Aqaricus biscwus e s t  comprise entre  14,5 e t  16,5OC (Atkins, 1966). 

Le pourcentage de myc~liums dicaryotiques formés par les sporidies 

conjuguées r e s t e  toujours fa ib le ,  quel l e s  que soient les  conditions réal  isées. 
L 'Ustilago violacea se  comporte donc différemment de 1 'Ustilago nuda dont 
on cul t ive facilement l e  mycélium dicaryotique en milieu synthétique, mais 

dont l" isolement des sporidies haploïdes exige des conditions particul ières  
(Niel sen, 1972). Même s i  1 'opinion de Baker (1947) e t  ce1 1 e s  de Hassan e t  
MacDonald (1971) e t a i en t  un peu trop pessimistes quand i l s  affirmaient que 
l a  culture du mycélium dicaryotique é t a i t  impossible en dehors de l ' h ô t e ,  

i l  nous fau t  reconnaître que malgré nos différents  essais ,  nous n'avons pas 
encore précisé 1 es modal i tés de c e t t e  culture.  Rappelons auss i ,  quoi que 
nous n'ayons pas expérimenté dans ce domaine, que l e s  rayons X selon leurs 
doses peuven t  , s o i t  stimuler, s o i t  inhiber l a  croissance du mycélium dicaryo- 

t ique de -- U .  nuda, - U .  t r i t i c i ,  U. nigra,  U .  avena, U .  hordei, e t  U .  cyne- -- -- - - 
dontis (Becerescu, 1973). I l  s e r a i t  peut-être intéressant en ce q u i  concerne 
1'Ustilago violacea de vé r i f i e r  l ' ac t ion  de ce facteur.  

Nous avons aussi constaté que l e s  sporidies excrètent des substances 
inhi b i t r i ces  de l a  conjugaison. 11 s ' a g i t  de pe t i tes  molécules thermostables. 

Quoi que nous n'ayons pas encore précisé leur  nature, i l  n ' e s t  pas exclu 



qu ' i l  s ' ag isse  d'acides aminés ou de sucres par t icul iers .  Nous savons par 

exemple que certains acides aminés réduisent l e  pouvoir pathogène de certains 

champignons (Van Andel , 1966) e t  que Rhizoctonia solani cu l t ivé  en milieu 
l iquide excrète des acides amin@s (ac.  glutamique, glycocolle, h i s t id ine ,  
alanine, leucine, i sol eucine (Reddy e t  Rao , 1975). Nous avons égalenent 

remarqué que 1 'Ustilago violacea secrète des substances toxiques pour les  
t i s sus  de Silene - alba (Batcho e t  Dubois, 1974). Cette tox ic i t é  n ' e s t  d 'a i l  - 
leurs  pas spécifique puisqu'elle se  manifeste aussi à 1 'égard des t i s sus  
de Carotte, d '  ~ r a h l e  ou de Scorsonère. L ' ident i té  entre 1 ' inhibi t ion de 
l a  conjugaison e t  1 ' inhibi t ion de l a  pro1 i fé ra t ion  des ce1 lules  végétales 
n'a pas é t é  é tab l ie  e t  nous nous garderons de comparer l e s  r é su l t a t s  obtenus 
avec une souche 1 evurofde se  cul t ivant  faci  1 ement sur  un m i  1 ieu synthétique 

e t  ceux fournis par u n  mycélium dicaryotique se  développant dans l e s  t issus 
de l a  plante hôte. 11 e s t  peu probable en e f f e t  que l e s  substances excrétées 
par une culture levuroide puissent ê t r e  responsables des modifications f lora-  

l e s  induites par l e  rnycél ium dicaryotique de 1 'Ustilago violacea. Par contre, 

l ' inh ib i t ion  de la prol i férat ion des t i ssus  isolés  e t  des suspensions ce l lu la i -  
res  de Silene - alba pourrait  expliquer l e  nanisme observé chez divers si lènes 
parasi tés  par ce champi gnon (Baker, 1947; Viennot-Bourgi n , 1949 ; Evans 

La technique de culture in v i t ro  nous a permis d'obtenir l a  f lo ra i -  
son de Silene - alba e t  Silene dioïca dans des conditions sa t i s f a i san tes .  

En mettant en culture des fragments de t iges  parasitees,  nous avons, dans 
des conditions aseptiques, e t  dans un temps relativement court  (8 à 15 jours) 
obtenu des f l eu r s  parasi tées ; ce qui nous a permis de résoudre l e  problèine 

d i f f i c i l e  de l a  désinfection des téliospores e t  de confirmer par l a  même 
occasion l'hypothèse émise par  Flore1 en 1948. 

Par l a  sui t e ,  avec des inocul ums d'oricjines différentes ( té1  ios- 

pores, sporidies haploïdes, sporidies conjuguées, e t  mycél ium dicaryotique) 
nous avons infecté  des Silene alba e t  Silene dioïca Z différents  s tades 
de développement (plantul es ,  roset tes ,  fragnents de t iges)  e t  vé r i f i é  leur 

pouvoir pathogène. Sou1 ignons que ces infections sont réal isées  sur des 
plantes cul t ivées en champ, en ser re  e t  i n  v i t ro .  

Depuis les travaux de Hotson e t  Cutter (1951), au moins une 

dizaine de té1 ior:iycetes, considérées comme des parasi tes  obl igatoi r e s  ont 
été cultivées en association avec des t i s sus  isolés  de 1 'hôte ; plusieurs 

ont même pu se développer, au moins pendant un temps l imité ,  dans des 



conditions ~ a ~ r o p h y t i q u e s  (Ili11 iarns e t  col1 . , 1967 ; Turel , 1969) .  Ingran, 

(1973) a réper tor i6  l e s  especes ayant donne l i eu  a des cu l tures  associées,  

mais i l  ne signale aucune L'sti laginale.  ilous avons obtenu l e  cycle cogplet 

de 1 'Uçtilago -- violacea dans des conditions rigoureusenent contrÔ1Pcs. Les 

premières étapes (germination des t @ l  iospores , ent re t ien  des souches levu- 

roides axépiques e t  conjugaison des sporidies coinpatibles) s 'effectuent  

en mi 1 ieu synthf t ique en dehors de 1 'hôte. Les dernières é tapes  (croissance 

du mycélium dicaryot<que, foniiation des t e l  iosporos) se déroulent dans 

des cul tur-s  de  fragments de t iges  isolées  de Silene - alba (9atcho e t  Vubois, 

1975). 

FL9. : : Culture in vitro de 1'Ustilago vioiacea 

A. Phase saprophytique, en milieu synthétique. B. Phase p3rasitaire : culture assxiée avec un fragment 
de tige de Silene alba : en blanc, fragment de tige prélevé sur une plante ssine ; en noir, fia-ment de 
tige prélevé sur une plante déjh infectée. - 1. Téliospore aseptique ; 2. Germination de la,téliospore 
et formation d'une archéobaside ; 3. Emission des sporidies haploïdes f et -; 4 et  4'. bol~rgeonnement 
des sporidics haploïdes et entretien. E, des cultures leviiroïdes ; 5. Conjugaison de deux cellules levu- 
roides compatibles ; 6. Infection d'itn fragment de tige ssine de Silene nlba par une suspension de  ce!- 
Iules levuroides conjrigufes ; 7. Forn~a tbn  des fleurs chnrbonnies ; 8. Culture in vitro d'un fragment 
de tige de Silelie alba prélevé sur une plante dijk infectée ; 9. Fzrmation de lieurs charbonnks. 



Le passage de l a  phase saprophytique à l a  phase parasi taire  e s t  réa l i sé  par 
injection dans 1 es thissus de 1 'hôte d'une suspension de sporidies conjuguées. 

Certes, Wanderwalle e t  Sommereyns (1965) ainsi que Niel sen (1958) 
avaient obtenu des épis charbonneux d'orge, après inoculation de mycélium 

dicaryotique ou de téliospores dtUstilago nuda. De même, Hassan e t  
MacDonald (1971) après injection de té1 iospores d 'Ustil ago viol acea dans 
l e s  bourgeons ax i l l a i r e s  des jeunes plantules ont observé des f leurs  charbon 
nées de Silene dioïca. !:ais tous ces travaux ont é t é  réa l i sés  sur des 

plantes entières cultivées dans la  nature e t  ne permettent pas de préciser 
l e s  facteurs qui influent sur l e  développement du champignon e t  de son hôte. 

Notre t ravai l  met bien en évidence l e  pouvoir pathogène des te l ios-  
pores récoltées in v i t ro  ; i l  montre aussi que l e s  sporidies haploïdes en 
sont dépourvues alors  qu'el l e s  sont toxiques à 1 'égard des plantules e t  

des t issus isolés  de silènes . L'action parasi taire  des sporidies conjuguées 
s'exerce bien sur l e s  plantules, l e s  roset tes  e t  l e s  fragments de t iges ,  

q u ' i l s  soient cultivés en champ, en serre  ou i n  vi t ro.  Cette action parasi tai-  
r e  n 'es t  d ' a i l  leurs pas a l té rée  par l e s  basses températures hivernal es .  

Nous avons aussi montré que l e  même Ilstilarro -- violacea peut para- 

s i t e r  Silene al ba e t  Silene dioïca qui sont sensibles au parasite quel 
que s o i t  leur stade de développement. 

Notre t r ava i l ,  à certains égards, s'apparente 8 celui r éa l i sé  
par Raynal (1974) sur - U. maydis. Cet auteur a pu obtenir des contaminations 

a r t i f i c i e l  l e s ,  en injectant  avec une seringue hypodermique des sporidies 
cultivées en mil ieux 1 iquides agi tés .  Radul escu e t  Munteanu (1967) avaient 
d ' a i l  leurs remarqué que l a  contamination par - U .  maydis é t a i t  possible 

pendant toute l a  période végétative de l a  plante. Becerescu (1973) a de 
son côté montré que l a  pénétration des Ustilaginales (U. -- nuda, r i t i c i  

U. niara,  U. hordei) pouvait se f a i r e  par des organes t r è s  d i f férents  --- 
sans préférence part icul ière  pour l 'un  ou l ' au t re .  

Mal gré 1 es précisions suppl énientai res que nous avons pu apporter 

sur 1 'Ustilago violacea e t  sur ces hôtes habituels Silene - alba e t  Silene 
dioïca,  i l  nous e s t  encore impossible de d i re  pourquoi ce champignon ne 

développe ses té1 iospores que dans l e s  organes floraux de ses hôtes, n i  
pourquoi i l  provoque l a  différenciation dtanthGres dans l e s  f leurs  femelles 

qui en sont normalement dépourvues. Nous espérons que l a  cul ture en milieux 
synthétiques du mycél i u m  dicaryotique pourra nous fournir des informations 
précieuses dans ce domai ne. 



Certains dicaryons dtUstilago violacea, au lieu de produire un 
mycél ium dicaryotique, fusionnent leurs noyaux et deviennent une ce1 1 ul e 
diploïde. Certaines d'entre elles ont été isolées et etudiées par Day 
et Jones (1968) qui ont éprouvé leur pouvoir pathogène. Ces diploïdes 
qu '*on peut considérer comme des té1 iospores dépourvues de paroi sporal e, 

pourraient excréter dans leur milieu de culture des substances dont 
l'identification aiderait à élucider le problème de castration parasitaire 
provoqué par 1 'Ustilago violacea sur -- Silene al ba et Silene dioïca. 
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