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INTRODUCTION 

Chez les champignons comme dans les autres grands groupes végétaux, la 
structure des organes sexués est à la base de la classification, et c'est 
pourquoi l'obtention en culture pure in vitro de la forme parfaite du 
micro-organisme présente un très grand intérêt. De plus, le passage par 
l'état de maturité sexuelle fait partie de la vie normale du champignon et 
au cours des études physiologiques, on perd parfois de vue cet aspect 
biologique important. 

Certes de très nombreux champignons "imparfaits" présentent uniquement 
des formes de multiplication végétative et la vie, pour eux, n'implique pas 
nécessairement l'existence de phénomènes de reproduction sexuée (comme 
c'est le cas pour le BohyLkI dnmeu). Cependant la possibilité de 
fructifier correspondant à un état d'équilibre biologique dépend d'un très 
grand nombre de facteurs. 

Tous les auteurs s'accordent pour distinguer d'une part les facteurs 
spécifiques ou génétiques, d'autre part les conditions externes de nature 
physique ou chimique et enfin, celles dtorig:ine interne : ensemble des 
phénomènes physiologiques et métaboliques mis en jeu dans les hyphes 
mycéliennes. 

Des phénomènes d' incompatibilité entre souches ont été mis en évidence 
chez plusieurs espèces et en particulier avec le Bo&yLkI d n m e a  (Groves 
et Loveland 1953, et Faretra 1988). Cependant, les phénomènes 
d'incompatibilité ne peuvent être bien étudiés que si l'on connaît bien les 
conditions de la reproduction sexuee. 

Nous avons décidé d'étudier les conditions externes qui influencent de 
près ou de loin la reproduction sexuee et de suivre avec précision les 
diverses étapes de ce processus afin de comprendre les interactions entre 
les facteurs du milieu et la différenciation sexuée. 

Ce travail se compose de deux parties : 

1) La première partie : Mise en culture du Botrytis cinerea 

Définition des conditions de culture 
optimales pour l'obtention du cycle in vitro. 

2) La seconde partie: Réalisation du cycle ''in vitro" du Botryotinia 
fuckeliana. 

Etude de l'intervention des divers facteurs 
participant au cycle sexué de l'organisme 
étudié. 
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lère PARTIE 

M I S E  EN CULTURE DU 

BOTRYTIS CINEREA 



CHAPITRE 1 

PRESENTATION DU BOTRYTIS CINEREA 



B~Z~L&~LLA Chnmeu (Pers.) est une "moisissure" très courante dans la 

nature. On l'appelle "pourriture grise" car il développe sur les organes 

qu'il parasite un duvet blanc qui vire très rapidement au gris brun clair 

lorsque les conidies sont formées. On le rencontre sur les fruits les plus 

sucrés (fraises, figues, raisins, etc ...) et il est particulièrement 

spectaculaire sur les boutons floraux de nombreuses plantes ornementales, 

surtout en automne. La présence de cette moisissure présente aussi parfois 

un aspect positif puisque les composés aromatiques dont l'apparition est 

liée à sa présence sur le raisin sont mis à profit dans la fabrication du 

vin de Sauternes; dans ce cas, on l'appelle d'ailleurs "pourriture noble". 

A la fin de la phase de croissance gamétophytique, ce champignon forme 

des sclérotes sur les organes qu'il a parasités. 

1- POSITION SYSTEMATIQUE 

Le téléomorphe de Go;trty;tin L n m e a  Pers. ex Pers. (1822) a reçu 

successivement plusieurs noms : Il s'agit de : 

= P e z i z a  &uck&ana De B m y  ( 1666 ) . 
= S d m o L i n i a  h u c h d i a n a  (De B a y )  F u c h d  [ 7 870) . 
= Bo;trtyolinia ,$uchd iana  (De B m y )  W h c t z d  ( 1 9 4 5 ) .  

Ba;trtyLL!, c i n m e a  P m d . ,  champignon de l'embranchement des Fungi 

Imperfecti (~eutéromycotinées) appartient à l'ordre des Hyphales de la 

famille des Mucédinaceae. Son téléomorphe, BuRnyo.tinia ~ u c k e e i a n a ,  est une 

Ascomycotinée de la classe des Discomycètes, ordre des Hélotiales, famille 

des Sclérotiniaceae. 



SCLEROTINIACEAE 

Whetzel (1945) a créé cette famille qui se caractérise par des 

apothécies se formant directement à partir des sclérotes ou des stromas. 

Les apothécies sont cupuliformes, pédicellées ou infundibuliformes; les 

stipes sont toujours brunâtres, les asques sont inoperculés et chaque asque 

contient 8 ascospores elliptiques ou ovales, hyalines et unicellulaires; 

les spermaties sont toujours globuleuses et parfois légèrement ovales. La 

forme des conidies est très variable. 

Whetzel (1945) a utilisé la structure des organes de conservation 

(sclérotesj comme critère de différenciation des genres; il a pu ainsi 

établir deux types: 

1- type BoZ&yoLLnia 

?- type S d m o t i ~ a  

BOTRYOTINIA (description de Jarvis 1977). 

On peut distinguer le type BotxyoLLrUa des autres genres de la famille 

des Sdmu;tiniac~a grâce à divers caractères: 

- Le stroma a une forme variable peu définie. 

- Les sclérotes sont noirs, de forme hémisphérique; leur surface est 

convexe. Ils sont toujours fixés sur la cuticule ou l'épiderme de 

l'hôte. 

- Le cortex pseudoparenchymateux est noir, de structure palissadique. 

La médulle est formée d'hyphes lâches insérées dans une matrice 

hyaline et gélatineuse. 

- Les microconidies sont globuleuses, incluses dans une couche de la 

matrice mucilagineuse. 



- Les microconidiophores sont ramifiés; les conidiophores sont droits 

(comme ceux de Bot?~yz% c inmea) .  

- Les apothécies sont brunâtres, cupuliformes. 

- Les asques sont inoperculés, et contiennent 8 ascospores hyalines, 

unicellulaires. 

Noviello (1962) a noté que Bo;DtyLb e n m e a  formait des sclérotes sur 

des feuilles de Ficiln d u X i c a .  La matrice flexible et gélatineuse qui 

contient des hyphes de medulla se trouve dans les sclérotes de BoLtyo;tcnia 

et n'existe pas dans ceux de S d m u f i n i a .  

Whetzel (1945) a choisi BoLtyoLinia convo~u;ta comme type pour le genre 

EoxhyoLLnia. Buchwald (1949) a préféré utiliser l'espèce BoLtyofinia 

huchdiana et a associé à toutes les formes sexuées leurs stades conidiens 

respectifs. BoLtyo f iea  a ainsi été subdivisé en deux sous-genres. 

- Sous-genre EuboLtqoLLnia: contient toutes les espèces pour lesquelles 

le stade conidien appartient au Sous-genre EuboLtyXkh. 

- Sous-genre SphaeitoboLtyoXinia: les conidies sont globuleuses. 

La relation entre B o L t q o ~ n i a  et BoLtq-tLA. 

La relation entre Bohyatii& et B o L t y f i ~  ap a constitué le sujet de 

plusieurs articles. De Bary (1864) était convaincu que BoLtyCh &nmea et 

BoLtyoLLnia huchdiana étaient génétiquement liés; il nomme la seconde 

espèce Peziza ~ u c h d i a n a  mais sans la décrire comme le stade parfait de 

Boi9LyLth d n m e a .  Le champignon fut ensuite adjoint au genre S d m o f i ~ u a  

par Fuckel (1869) et enfin au genre BoLtyofinia par Whetzel (1945). Groves 

et Loveland (1953) ont obtenu des apothécies de Boi9LyoLLnia &uck&ana en 

croisant des souches de BuLty-tLA G n m e a  provenant de Vitis sp. de la 

vallée du Rhin et des souches provenant de pommes du Canada. Leurs 

résultats ont confirmé l'opinion de De Bary et l.'identité spécifique entre 

B o L t y ~  e n m e a  e t  Bo;DtyoLitua &uch&ana. 



LE GENRE BOTRYTIS. 

B u h y L h  a été un des premiers genres de champignons décrits. Le nombre 

des espèces de BohyR;in,  d'abord réduit à 5 en 1801 par Persoon s'est 

considérablement accru dans la première moitié du lgèmesiècle. Des 

réductions notables sont ensuite intervenues par suite de transferts dans 

des genres assez voisins Cladobohyum V h g d a  par Nees (1817) ou la 

création d'autres genres. 

Whetzel (1945), Buchwald (1949) et Hennbert (1973) ont redéfini le 

genre i 3 o ~ y t . h .  Buchwald (1949) a reconnu 23 espèces après avoir précisé 

les caractères généraux du genre BoLtyX-b; il a proposé 3 nouveaux 

sous-genres. 

- Sous-genre Eubotrytis divisé en deux parties: 

1- M a c n o n d a o f i p h o x a  à gros sclérotes. 

2- kimondctu-tiphorta à petits sclérotes. 

- Sous-genre Sphaerobotrytis contenant les espèces à spores 

globuleuses. 

- Sous-genre Verrubotrytis contenant une seule espèce: Bo&yLb  g r n a t u 2  

Les travaux de Ellis (1971) et Hennbert (1973) conduisent à admettre 

que parmi les Discomycètes Inoperculés la famille des S d r n o i 5 n i a c é a  

(selon Whetzel) , ou BoXxyLLdacéa (selon ~ennbert) comporte 4 genres: 

1) B o h y L h  

2 ) S t m p t o  b a L x y ~  

3 ) Ampho bo&yn 

4 )  V m u c o b o h y , ~  

Ceux-ci ont en commun la capacité à produire, à la surface du substrat, 

des conidiophores érigés possédant un stipe généralement rigide et coloré. 

Pour les B c L z g L b  l'axe du conidiophore se distingue des rameaux latéraux 



peu nombreux, insérés sans ordre apparent. Chacun de ces rameaux porte de 

petites vésicules ovoïdes qui se hérissent simultanément de conidies 

monocellulaires globuleuses, ovales, ou elliptiques à paroi lisse, portées 

en grappe, insérées sur de très courts stérigmates. Ces spores sont 

brunâtres. 

Ces précisions morphologiques sont indispensables pour distinguer les 

BoLzya%. A l'heure actuelle on reconnait 23 espèces dans le genre 

Bo-13~yX.h (Coly - Smith 1980). 

II- DONNEES BIBLIOGRAPHIQUES GENERALES 

Le BoLzyLL> L n m e u  P m .  provoque une maladie très dangereuse et très 

répandue sous le nom de pourriture grise (grey mould). Il cause des dégâts 

économiques importants dans de nombreux pays. 

Il se caractérise à la fois par une polyphagie remarquable et une 

adaptation assez exceptionnelle à des passages successifs de la vie 

saprophyte à la vie parasitaire. Ce n'est pas un champignon du sol mais il 

y persiste sous forme de sclérotes sur des fragments de végétaux en voie de 

décomposition. La polyphagie de B o L t y a  cinenea se manifeste aussi bien 

aux dépens du feuillage des organes floraux, des fruits que des parties 

ligneuses de la plante (Viennot - Bourgin 1949). 

Il en résulte qu'un grand nombre de travaux ont été effectués sur la 

forme asexuée de B o L t y 2 h  cLnenea. Il faut citer entre autres les travaux 

de Hansen et Smith (1932) qui ont publié la première étude génétique sur la 

ségrégation chez différentes souches hétérotypes et homotypes de B o L t y a  

cinenea. Ils ont signalé la coexistence entre deux groupes nucléaires dans 

la même cellule dans le type hétérocaryotique; ensuite la forme 

anamorphique du champignon est multinuclée. 



Il y a toujours une grande variabilité génétique dûe aux échanges 

nucléaires par anastomose entre les cellules qui donnent des aspects 

différents. 

Les travaux effectués sur la forme sexuée sont beaucoup moins nombreux 

que les travaux effectués sur la forme asexuée . 

1) Travaux de De Bary (1864). 

Une des premières études conduites sur le BuLtqLh c i n m e a  a été 

réalisée par De Bary. 11 a noté, en 1864, l'existence d'une relation entre 

la forme conidienne de BoLtqLh chnmea (la formation de sclérotes) et la 

forme ascosporée apothécies Peziza &uck&ana (De Bary) et enfin, en 1884, 

l'existence des spermaties. 

2) Travaux de Groves et Drayton (1939) 

Ils ont réussi pour la première fois à produire in vitro des apothécies 

de BuLtyoLhia  ,$uck&ana à partir de souches compatibles de Bo&qLth 

c i n m e a  en utilisant la technique mise au point par Drayton (1937) pour 

produire les apothécies de B s h y u t i n i a  cunvol?u;ta. 

Pour obtenir la formation des sclérotes, ils repiquent le champignon 

sur grains de blé stérilisés dans l'eau et laissent ces cultures se 

développer pendant 30 jours à l'obscurité à 14°C. Ils déposent ensuite ces 

sclérotes sur sable humide stérile et les transfèrent au froid à 0°C 

pendant 3 à 4 mois. Des spermaties en suspension dans des extraits de terre 

sont ensuite déposées sur les sclérotes. Les boîtes contenant les sclérotes 

spermatisés sont ensuite incubées à 5°C. pendant 5 semaines; au bout de 

cette période les primordia commencent à se former. Les boîtes sont alors 

transférées à 14°C en éclairement alterné (12 h.lumière/l2 h.obscurité). 

Les travaux de Whetzel (1945), Buchwald (1949) et Groves et Loveland 



(1953) ont aussi confirmé que la forme du Bo&yL& cinettea est bien 

1 ' anamorphe de B v t t y c ~ L i n i a  .&uch&ana. 

3) Travaux de Polach et Abawi (1974 et 1975) 

et travaux de Hill (1979) 

Ces chercheurs ont réussi à obtenir des apothécies dans des conditions 

de plein champ et aussi au laboratoire, en utilisant un mélange de 10 

cultures monoascosporales. Le milieu de culture utilisé était un mélange de 

segments de tiges de céleri et de haricot vert. 

4) Travaux de Lorenz et Eichhorn (1983) 

Ceux-ci ont modifié la technique de Groves et Drayton (1939). 

a) Ils produisent les sclérotes en boîtes de Pétri sur malt-agar 2%, à 

15°C à l'obscurité pendant 1 mois. 

b) Ils transfèrent les boîtes à 0°C pendant 1 mois et ensuite 2 

semaines à 5°C à l'obscurité. 

c) Ils déposent alors les sclérotes stériles sur du sable humide en 

boîtes de Pétri en verre. 

d) Les spermatisations sont faites en ajoutant à chaque boîte de Pétri 

10 ml de suspension très dense de macroconidies, de spermaties et 

de mycélium. 

ej Les boîtes sont maintenues à 15OC à l'obscurité pendant 1 mois puis 

transférées à 11°C sous éclairement alterné (12 h.lumièrel24h ). 

5) Travaux de Faretra et Antonacci (1987). 

Ils ont encore simplifié la technique de Groves et Drayton (1939). 

a) Ils produisent des sclérotes sur milieu malt-agar 2% pendant 1 mois 

à 15°C à l'obscuritè en boîtes de Pétri 



Schéma 1 : CYCLE DU BOTRYOTINIA FUCICELIANA 

IN VIVO 



b) Puis ils transfèrent les boîtes à 0°C à l'obscurité pendant 1 mois. 

c) Les sclérotes sont ensuite déposés stérilement dans des tubes (200 x 

24 mm) contenant 9 ml d'eau distillée stérile. 

d) Enfin la spermatisation est faite par une suspension de 

macroconidies, de spermaties et de mycélium provenant de toutes les 

souches (3 ml de cette suspension par tube). 

Les tubes sont alors maintenus à 11°C à la lumière avec des périodes de 

12 h. d'éclairement et 12 h. d'obscurité. 

III- CYCLE IN VIVO ET CARACTERES GENERAUX DU BOJRYOTTNIA FUCKELIANA 

Ce champignon parasite ou semi - saprophyte se manifeste dans la nature 

sous plusieurs formes très différentes (schéma 1 ) . 
1- mycélium stérile ou "toile". 

2- forme conidienne ou EohyLin zinctea. 

3- sclérotes. 

4- forme ascosporée (apothécies) ou Bo;DLyoLLt-ia .,$uck&ana. 

1) La forme mycélienne (toile): (planche 4, photo 19). 

Elle présente l'aspect d'une toile blanchâtre ou grisâtre de mycélium 

de Bohq; t in  c i n a e u  comprenant habituellement des filaments articulés 

brunâtres ou olivâtres, cylindriques, quelques fois vésiculeux au niveau de 

la cloison médiane, dont le diamètre varie considérablement suivant les 

conditions de développement des hyphes (Viennot - Bourgin 1949). 

Celles-ci rampent à la surface du milieu sur lequel elles forment le 

stroma (matrix) qui est une couche plus ou moins épaisse très serrée et 

très cloisonnée sous forme de pelotons. Quand ce mycélium devient 

fructifère il produit des touffes de conidiophores grisâtres (stade 

Bu; t iLyh  c i n a e a  = pourriture grise). Ce mode de multiplication peut, dans 



certaines conditions, disparaître complètement et faire place à une 

prolifération mycélienne blanche correspondant à l'élongation d'hyphes 

grêles, hyalines ou très faiblement colorées qui se répandent sous forme 

d'un voile ou toile. La toile est une maladie des plantes bien connue et 

redoutée des horticulteurs. Elle se développe en serre ou sous chassis aux 

dépens des semis et des boutures. 

Cette forme "toile" de Bo&yth c inmea  est essentiellement favorisée 

par le développement du champignon en atmosphère confinée fortement chargée 

d'humidité où la température avoisine les 30°C. Elle dérive de la forme 

B c & y a  et correspond en quelque sorte à une élongation anormale de la 

conidie sous forme de filaments (Beauverie 1899). 

Beauverie et Guillermond (1903) qui ont étudié le développement 

mycélien de BohyLLb cLnaea ont observé en outre un grand nombre de formes 

intermédiaires entre la forme mycelienne stérile (toile) et la phase 

conidiogène normale (Bo;DryLth ) . 
On peut obtenir la forme toile à partir du stade BoZtyLb. Par contre 

la forme mycélienne stérile ne produit jamais, quelles que soient les 

conditions de milieu, la phase conidiogène normale. 

2) La forme conidienne Bo,tty;tin cLnmea ou polyactis : 

Le développement fréquent du B0;DryLb se manifeste par la production de 

conidiophores dressés en touffes souvent étendues constituant un revêtement 

très fragile, gris brunâtre ou gris cenaré. 

Le conidiophore est ramifié à son sommet; il émet alors des 

diverticules latéraux disposés en croix ou obliquement et se terminant soit 

en pointe, soit souvent en une massue courte et peu colorée supportant les 

sterigmates qui apparaissent sous la forme de petites protubérances 

arrondies, disposées suivant une spire lâche (radule). 



L'émission de conidies débute sur la partie terminale du conidiophore, 

elle s'étend ensuite aux rameaux latéraux. Quand la production de conidies 

est terminée la portion du conidiophore qui les portait se fane en se 

contractant et devient stérile; ce sont alors de nouvelles ramifications 

qui deviennent fructifères. 

Les conidies de Bo-tttyLb c inmea  sont ovoïdes ou sphériques, lisses, à 

paroi mince lègèrement brunâtre. Elles mesurent 12.14 x 8.18 pm ces 

dimensions sont cependant très variables suivant les conditions de milieu 

dans lesquelles le champignon se développe. 

Le stade conidien de B u t t g X h  cirieheu est concomitant à la production 

des microconidies (ou spermaties) sur des microconidiophores peu 

différenciés portés par les filaments végétatifs; on les observe aussi bien 

dans la nature qu'en culture in vitro. 

Les microconidies (ou spermaties) mesurent de 2 à 4 prn et ont une forme 

sphérique. Beauverie et Guillermond (1903), Ramsey (1925 ) et Hino (1929) 

pensent qu' elles ne jouent aucun rôle dans la vie des,chainpignons du.fait 

qu'elles ont perdu totalement leur pouvoir germinatif. 

Drayton (1939), Groves et Loveland (1953) ont montré au contraire, que 

les spermaties jouaient un rôle indispensable dans l'apparition de la forme 

parfaite de B o ; t t L q k ~  ccnmea.  Ils les considèrent comme les cellules mâles. 

3) La forme sclérote 

Dans certaines conditions de son développement le champignon est 

capable de produire des sclérotes. Ceux-ci sont toujours petits, arrondis 

ou ovales, aplatis à la surface du stroma (une couche compacte de 

mycélium). Ils mesurent de 0,2 à 1,5 cm de longueur et de 0,l à 0,5 cm 

de largeur. 

Il faut mentionner que la taille des sclérotes et l'apparition de cette 



phase dans la nature dépendent de la température, du milieu, de la lumière 

et du pH. 

Ils sont d'abord blancs, puis ils brunissent et enfin noircissent. Par 

la suite leur surface est brillante et marquée de fines ponctuations 

régulières. L'activité du sclérote se manifeste naturellement au printemps 

(ou in vitro à 18°C sous lumière blanche) par la réapparition de la forme 

Bo&r.g.tin avec des conidiophores dressés en touffes étendues qui deviennent 

directement fructifères. 

4) La forme ascosporée: (photo 6, planche 3). 

De Bary (1886) le premier, dit avoir obtenu, à partir des sclérotes de 

BottgL4h Gnmea, une fructification sexuée (apothécie ou discocarpe). 

Ce sont des apothécies brunâtres, d'abord fermées en boule, s'ouvrant 

ensuite, pédicellées, avec iin pied cylindrique de 0,5 à 1,5 cm. Celles-ci 

se développent finalement en cupules largement étalées et portent des 

asques cylindriques mêlés à des paraphyses filiformes un peu renflées à 

leur sommet. 

Les ascospores (généralement 8 par asque), sont oblongues, elliptiques 

et mesurent 9.10 x 5.6 pm environ. 

La production de la forme parfaite, à partir des sclérotes a été 

étudiée par Groves et Drayton (1939) qui l'ont obtenue par germination des 

sclérotes selon la méthode préconisée par Drayton (1937). 

Mais il faut noter que l'apparition de la forme sexuée est assez rare 

dans la nature parce qu'elle a besoin de conditions difficiles et précises 

qui ne sont pas toujours réalisées au moment opportun; l'hetérothallisme du 

BofigLth cinmea est également à prendre en compte. 



CHAPITRE II 

ORIGINE DES SOUCHES UTILISEES 

ETUDE IN VITRO 





D'après les travaux de Paul (1929) et tous les successeurs, nous 

pouvons diviser les souches de Bo;ttryLh c inaeu  en 4 groupes selon leurs 

formes morphologiques de développement: 

1) souches mycéliennes : ce sont des souches qui donnent uniquement une 

forte quantité du mycélium végétatif et peu de conidies. 

2) souches conidiennes : ce sont des souches qui donnent un grand 

nombre de conidies avec une forte quantité de mycélium et forment 

très rarement des sclérotes. 

3 )  souches sclérotiales : ce sont des souches qui forment un grand 

nombre de sclérotes et très peu de conidies. 

4 )  souches microconidiennes : ce sont des souches qui donnent un grand 

nombre de microconidies, très peu de conidies et forment très 

rarement des sclérotes. 

Cette classification des souches a facilité notre choix pour faire les 

croisements et les essais nécessaires. 

1.- ORIGINE ET COMPORTEMENT DES SOUCHES. 

Nous avons disposé, pour notre travail, de 2 ensembles de souches : 

- Des souches provenant d'isolements monoascospores. 

- Des souches "sauvages" lisolées au laboratoire. 

1 ) Souches monoascospores . 
- Nous avons utilisé 2 souches, S.A.S 405 et S.A.S 56 isolées d'un 

seul asque par FARETRA (ITALIE). 

- Nous avons isolé 32 souches monoascospores à partir d'apothécies 

obtenues par croisement entre des sclérotes S.A.S 405 et des 

1. Nous utilisons le terme "sauvage" pour désigner des souches provenant d'isolements par 
"rétrocultures" iîon monospores et non dans l'acceptation génétique du terme. 
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spermaties S.A.S 56. Ces souches sont numérotées : S.l; S.2; S.3; 

......... S.32. Les isolements ont été effectués avec un 

micromanipulateur de De Fonbrune, suivant la méthode décrite dans 

l'annexe "Matériel et Méthodes". 

2) Souches "sauvages". 

- Cinq souches isolées à partir de pommes sont numérotées B.81; B.428; 

B.69; B.450 et B.C.6. 

- Deux souches isolées de fraises ont été notées : B.F1 et B.F2. 

Les isolements ont été conduits suivant la technique décrite dans 

l'annexe "Matériel et Méthodes". 

3) Obtention de souches compatibles 

La plupart des isolats naturels et des souches monoascospores provenant 

de la forme parfaite de Bofiycitinia &uck&ana ne peuvent s ' autof éconder . 
Groves et Loveland (1953) ont -noté que des souches du même groupe, 

autostériles peuvent cependant être interfécondes. En effet le croisement 

entre ces souches et des souches de référence du type sexuel compatible 

peut donner naissance à une génération ascosporée. 

Cet hétérothallisme, s'il est dominant dans la nature, n'est pas 

absolu. En effet, 16% des isolats naturels et 6% des descendants 

monoascosporés se sont avérés homothalliques capables de s'autoféconder. 

Ils peuvent en outre être fécondés par des souches complémentaires suivant 

le principe précédemment décrit (Lorenz et Eichhorn 1983 et Faretra 1988). 

Faretra (1988b)a effectué des analyses portant sur 213 isolats naturels 

et 240 souches monoascosporées de B o z h y o ~ n a  ,$uckcdiana. Il a montré que la 

compatibilité sexuelle chez ce champignon est contrôlée par un seul gène 

possédant deux allèles notés MAT 1-1 et MAT 1-2. La plupart des isolats 



sont hétérothalliques du fait qu'ils ne peuvent pas s'autofeconder, mais 

sont capables de donner naissance a une génération ascosporée après 

croisement avec des souches de référence portant le type sexuel MAT 1-1 ou 

MAT 1-2. 

Nous appuyant sur les résultats de Faretra t(1988b)nous avons effectué 

un certain nombre de croisements afin d'obtenir des souches compatibles qui 

nous permettraient d'étudier les mécanismes d'induction des apothécies et 

leur développement. 

La présence simultanée de ces deux types sexuels chez les isolats 

naturels sur différents hôtes et dans différentes régions d'Italie révèle 

que la reproduction sexuée et la recombinaison méiotique sont à l'origine 

d'une grande variabilité génétique chez ce champignon. 

a) Protocole expérimental 

D'après nos études sur le comportement des souches, nous avons choisi 4 

souches produisant de grands quantités de spermaties (3 souches 

\\ 

monoascospores s.S.A.S 56, s.S.14, s.S.11 et une suuche1Çauvage s.B.C.6). 

Ensuite nous avons cultivé séparément les 4 souches sur milieu grains de 

blé puisque ce milieu nous donne toujours une grande quantité de 

spermaties. (Les conditions optimales de production des scl6rotes et des 

microconidies sont définies dans le chapitre III). 

Nous avons cultivé les souches monoascospores et les souches sauvages 

séparément sur milieu malt-agar 2% pour produire des sclérotes à 18°C à 

l'obscurité. 

Enfin, nous avons effectué des croisements dont les résultats sont 

consignés dans le tableau (1.1 ) . 



Tableau 1 . 1  : Compatibilité des souches monoascosporées 
et des souches"sauvages" 

Souches 5.S.A.S 56 s.S.14 s.S.11 s.B.C.6 sans spermaties. 

+ =compatibilité entre les 2 souches = formation d'apothécies. 
-- = incompatibilité 
S = scierotes (souche femelle) 
s = spermaties (souche mâle) 



b) Résultats 

Nous avons obtenu un grand nombre de souches monoascospores compatibles 

(tableau 1.1) mais les pourcentages de germination carpogènique étaient 

très variables d'une souche à l'autre. Les essais de compatiblité entre les 

Souches sauvages" ont montré que celles-ci n'étaient pas compatibles entre 

elles. La souche B.C.6 confrontée à des souches monoascosporées (sclérotes) 

s'est pourtant montrée compatible avec certaines d'entre elles. Nous 

n'avons pas obtenu d'apothécies sans effectuer la spermatisation. 

4) Isolement des hyphes microconidienes. 

Dans certaines cultures, les hyphes microconidiogènes se forment en 

abondance et sont faciles à distinguer. En effet, elles sont blanches alors 

que les hyphes végétatives sont grises. Ceci nous a conduits à isoler des 

hyphes microconidiennes et à les mettre en culture sur milieu grains de 

blé. Après un certain nombre de repiquages, nous avons réussi à les isoler 

et à obtenir ainsi des cultures produisant presque exclusivement des 

microconidies, de cette façon nous avons pu disposer en permanence de 

microconidies (ou spermaties) nécessaires à la réalisation de nos 

croisements. 

5) Conclusion 

Nous avons disposé d'un grand nombre de souches compatibles (69 

croisements compatibles), ce qui nous a permis d'effectuer nos expériences 

sur le cycle sexué. L'étude des potentialités de ces souches quant à la 

production préférentielle de sclérotes, de spermaties ou de conidies sera 

conduite dans le chapitre III, lorsque les conditions optimales de 

production respective de ces éléments du cycle auront été définies. 
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11.- DESCRIPTION DU DNELOPPMENT DE BOTRYOTINIA FUCKELIANA IN VITRO 

La possibilité de disposer de souches productrices de sclérotes et de 

souches productrices de microconidies a rendu possible l'obtention du cycle 

in vitro de Bo.CtyoLLnia ,$uch&ana que nous avons essayé de maitriser. On 

peut constater que de grands progrès ont été accomplis dans l'obtention de 

la forme parfaite depuis les travaux de Groves et Drayton (1939). Les 

derniers en date correspondent aux travaux de Faretra et Antonacci (1987 et 

198 8a). 

Nous avons commencé nos expériences en utilisant la méthode de ces 

derniers auteurs ; au fur et à mesure de l'avancement de nos essais nous 

avons essayé d'améliorer et de simplifier leur procédé. 

Notre méthode d'obtention de la forme parfaite (schéma 2) comporte 

trois étapes : 

1) Les souches sont cultivées sur milieu malt - agar 2 Z pour produire 

des sclérotes en boîtes de Pétri à l'obscurité à 18°C (stade a). 

Aprés 15 jours dans ces conditions les sclérotes sont mûrs et leur 

structure interne est complète. Ils seront capables de former des 

apothécies après une période de conditionnement a 0°C ( environ 30 

jours). 

2) Les sclérotes sont transférés stérilement dans des tubes (200 x 25 

mm), nous mettons dans chaque tube 10 sclérotes et 9 ml de 

suspension de spermaties (stade b). Cette suspension a été obtenue 

en mettant dans l'eau distillée stérile des hyphes spermatiennes 

pures, puis en agitant pendant 5 minutes sur un agitateur magnétique 

pour séparer les spermaties de leur microconidiophores. Une 

filtration sur laine de verre stérile permet d'éliminer les restes 

d ' hyphes. 

Nous avons utilisé des tubes spéciaux (à  rebord intérieur), afin 



Tableau 1.2 : ~o~enne'''du nombre d'apothécies par sclérote. 

1 

Essais 1 Sclérotes moins Sclérotes de Sclérotes de 
/ de 0,2 cm. 0,2 à 0,5 cm. 0 ,5  a 0,7 cm. 

1 

Lot 1 0,9 1,8 3,1 

Lot 2 1,2 2 , l  2,8 

Lot 3 0,8 2,4 3,4 

- chaque essai porte sur 150 sclérotes: 50 sclérotes de chaque t a i l l e  
(10 sclérotes dans chaque tube). 
calculée s u  10 sclérotes.  



d'assurer une bonne oxygénation tout en evitant la contamination qui 

provient du contact entre l'eau et le coton bouchant les tubes. 

Enfin, les tubes sont transférés à 0°C pendant 30 jours à 

l'obscurité. 

3) On dépose les tubes horizontalement dans des étuves à 12"C, recevant 

12 heures de lumière par jour (2 lampes daylight SYLVANIA F20 T 

12/D) de longueurs d'onde voisines de 450 nm (stade c). 

A partir de la quatrième semaine, les sclérotes commencent à germer et 

donnent des primordia apothéciaw qui apparaissent au début comme des 

petites protubérances sur la surface des sclérotes. Elles se développent et 

donnent des stipes qui croissent jusqu'à une hauteur de 0,5 à 1,5 cm, et 

commencent à se renfler au sommet en formant les chapeaux des apothécies. 

Nous avons observé que le nombre des apothécies apparaissant sur chaque 

sclérote et leur taille sont bien liés à la taille du sclérote qui les 

porte. (photo 10, planche 3). 

Nos résultats (tableau 1.2) montrent que les grands sclérotes portent 

un nombre d'apothécies beaucoup plus élevé que les petits, ce qui nous a 

conduits à choisir toujours pendant nos essais des sclérotes de même 

taille. Pourtant la taille du sclérote n'a aucun effet sur sa capacité à 

produire des apothécies; tous les sclérotes sont capables de produire des 

apothécies; la seule différence étant le nombre d'apothécies sur chaque 

sclérote en fonction de la taille de celui-ci. 

Il faut noter aussi que nous nous sommes assurés de ne pas mettre 

d'hyphes spermatiennes dans les tubes pour deux raisons : 

- Les hyphes se développent sur la surface de l'eau formant une couche 

de mycélium qui consomme rapidement une grande partie de celle-ci; 

ensuite elles commencent à produire des spermaties qui modifient les 

quantités de ces cellules dans les tubes. 



- L'existence d'une couche mycelienne sur la surface des sclérotes 

retarde la différenciation des apothécies et diminue le pourcentage 

de germination carpogènique. 



CHAPITRE III 

DEFINITION DES CONDITIONS DE CULTURES 

OPTIMALES POUR L'OBTENTION DU CYCLE 

IN VITRO 





1- DEFINITION DES CONDITIONS PHYSIQUES ENVIRONNANTES OPTIMALES 

A - INFLUENCE DES CONDITIONS THERMIQUES ET LUMINEUSES 

SUR LA CROISSANCE DE 3 SOUCHES DE BOTRYTIS CINEREA 

Dans une série d'expériences préliminaires conduite en cultivant les 

souches sur milieu malt-agar 2% couramment utilisé, nous avons essayé 

d'établir les conditions d'éclairement et de température qui semblaient 

optimales pour l'évolution de nos souches. Nous avons égaiement essayé 

d'analyser les répercussions sur ces cultures, des modifications de ces 

facteurs. Les expériences ont été conduites sur 3 souches : 

- Souches monoascospores. S.A.S 405 et S.A.S 56. 

- Souche sauvage. B. 81. 

Dans chaque cas, nous avons étudié respectivement : la croissance du 

mycélium, la production de sclérotes, de conidies et de microconidies. Le 

temps de maturation de sclérotes a été également pris en compte. Ces 

expériences préliminaires constituent une étude exploratoire, pour fixer 

les grands paramètres que nous allons utiliser au cours de la recherche 

d'un milieu de culture optimum pour le BoLtqLh e n m e a .  

1) Protocole expérimental 

Les expériences ont été réalisées en utilisant un milieu gélosé malt 

-agar 2% dans des boîtes de Pétri 8,5 cm (25 ml de milieu par boîte). La 

moyenne du nombre de sclérotes présents par souche a été prise comme 

critère de comparaison entre celles-ci pour déterminer leur mode de 

production des sclerotes. 



Tableau 1.3 EFFEIS DE LA TE?4FT%nrRE ET DE LA LUMIERE SUR 
2 8 

LE COMPORTEMENT DE 3 SOUCHES DL' BOTRYTIS CINEREA 

? O C  

SOUCHES Obscurité Lumière. 

23: 3.c 4% 5'" 1i: 2" 3 :  43: 5n 

S.A.S 405 0,4 33-35 52  2 O 0 ,s  30-32 47 3 O 

S.A.S 405 AUCUN DEVELOPPEMENS 

S.A.S 56 AUCUN DEVELOPPENENT 

B. 81 AUCUN DEVELOPPPiENT 

1" = moyenne de v i t e s s e  de l a  cro issance  mycélienne en cm/jour. 
2:': = moyenne du temps de maturation l e s  s c l é r o t e s ,  en jours .  
3$: = moyenne du nombre de s c l é r o t e s  par  b o i t e  . 
4:': = moyenne du nombre de conidies  par  m l .  
5.: = moyenne du nombre de microconidies p a r  m l .  
REMARQUE. les nombres des conidies  e t  les microconidies doivent 

é t r e  mul t ip l i é s  pa r  4.104/ml (chaque c u l t u r e  correspond 
à 100 m l  de s o l u t i o n ) .  



Nous avons effectué des cultures à différentes températures, a la 

lumière et à l'obscurité. La croissance du mycélium a été estimée 

quotidiennement par mesure directe de l'accroissement dn diamètre de la 

colonie. Nous avons déterminé la maturation des sclérotes en suivant 

quotidiennement l'évolution de la mélanisation de leur cortex. La moyenne 

du nombre de conidies et de microconidies par souche a été déterminée, 

lorsque les cultures étaient âgées de 30 jours, par comptage à 

l'hématimètre. Les microconidies de chaque culture sont collectées dans 10 

ml d'eau et le comptage est effectué sur cette solution suivant le 

protocole décrit dans l'annexe "Matériel et Méthodest'. 

Les sclérotes produits ont été classés en 3 groupes en fonction de leur 

taille : 

a- sclérotes de moins de 0,2 cm. 

b- sclérotes de 0,2 cm à 0,5 cm. 

c-sclérotes de plus de 0,5 cm. 

Nous avons choisi la gamme de températures suivante : 7OC, 10°C, 14OC, 

18"C, 24°C et 30°C, l'éclairement en lumière blanche étant assure par des 

tubes daylight (Sylvania F 20 T 12 /D) avec des longueurs d'onde voisines 

de 450 m. Lors des expériences réalisées à l'obscurité, les cultures ont 

été recouvertes de papier noir et placées dans des enceintes obscures. 

2) Résultats 

Les résultats obtenus sont consignés dans le tableau 1.3. Nous pouvons 

constater que la température joue un rôle très important sur le 

comportement des trois souches, surtout sur la vitesse de croissance du 

mycélium et la formation des sclérotes. La vitesse de croissance augmente 

proportionnellement a la température: elle est maximale à 24°C (0,9 

cm/jour) puis elle se ralentit très fortement jusqu'à 30°C 



température â partir de laquelle il n'y a plus de développement. 

L'influence de la lumière sur la vitesse de croissance est très faible: 

on n'observe qu'une très légère stimulation par rapport à l'obscurité et 

cela pour toutes Les températures testées. 

La maturation des sclérotes et la vitesse de croissance mycélienne 

étant liées, le chanpignon commence d'abord par développer une couche 

mycélienne (thalle) sur la surface du milieu pour former ensuite des 

sclérotes. Nous pouvons vérifier que la vitesse de maturation des sclérotes 

augmente en fonction de la température. Elle est maximale à 18OC (13 jours) 

et faiblement accélérée par la lumière (11 jours). 

La moyenne du nombre de sclérotes produits par souche augmente 

faiblement de 7°C à 18°C avec un maximum à cette dernière température (63 

sclérotes /boîte) puis elle diminue très rapidement pour des températures 

plus élevées. Aux basses températures (7OC à 10°C) la lumière est sans 

effet sur la formation des sclérotes produits alors que pour les 

températures plus élevées, elle la freine légèrement. 

Mais si l'on augmente la température, le champignon produit 

essentiellement des conidies, surtout à la lumiere; nous avons en effet 

trouvé que la lumière défavorisait faiblement la formation des sclérotes 

dans ce cas. Harada (1977) a indiqué que la lumière inhibait la formation 

des sclérotes dans la plupart des espèces Japonaises du genre Monilinia. 

La conidiogenèse augmente lentement avec la température, elle est 

maximale a 24°C surtout à la lumière qui la stimule par rapport à 

l'obscurité (Tan 1973). 

L'effet de la température et des conditions d'éclairement sur ia 

microconidiogenèse n'était pas net car les microconidies ont été produites 



en nombre trop faible. Nous avons remarqué que les températures élevées 

(18°C et 24"~) sont plus favorables pour la microconidiogenèse. 

Townsend (1957) a noté que la lumière n'avait aucun effet sur la 

production des sclérotes. Il a trouvé que la souche de Bu&yLi~  c i n e t e u  

donnait la même quantité de sclérotes à la lumière et à l'obscurité, et 

qu'à 25°C il n'y avait pas formation de sclérotes mais uniquement du 

mycélium et des conidies. 

Vanev (1966) a trouvé que la meilleure température pour la formation 

des sclérotes correspondait à la gamme comprise entre 8 et 14OC. 

Najim (1987) a noté que l'obscurité totale avait un effet stimulant sur 

la formation de sclérotes de Moizi&inia &tuC;ti.geaa et que la lumière 

continue avait un effet inhibiteur. 

Tous ces résultats paraissent plus ou moins contradictoires. Nos 

propres résultats montrent que l'obscurité stimule faiblement la production 

de sclérotes et que les températures supérieures à 18OC défavorisent leur 

production. 

B - EFFET DE 2 FACTEURS SUPPLEMENTAIRES SUR LA PRODUCTION DE 

MICROCONIDIES: L'HUMIDITE DU SUPPORT ET LE CONTENU DU MILIEU: 

L'importance des microconidies dans le cycle de B. fuckeliana et le 

fait qu'elle apparaissent toujours à la fin de celui-ci de manière 

concomitante nous ont conduits à essayer de rechercher toutes les 

conditions qui permettront de mieux en maîtriser la production. 

L'étude préliminaire conduite ci-dessus nous a en effet montré combien 

cette étape de différentiation microconidienne était sensible aux facteurs 

physiques, la lumière et la température en particulier. 



Nous avons voulu voir si les conditions liées au milieu de culture : 

nature de celui-ci et humidité relative jouent un r6le dans la 

microconidiogenèse. En effet, Towsend (1952) et Yoshihisa (1989) ont montré 

que l'humidité du support stimulait la germination conidiogène des 

sclérotes, alors que Brierley (1918) considère que l'humidité du support 

est sans effet sur la microconidiogenèse, 

L'utilisation d'un même milieu respectivement liquide ou gélosé nous a 

semblé être un bon moyen pour déterminer l'influence de l'humidité de 

l'environnement du sclérote. 

Pour cela nous avons essayé une série de milieux très simples faciles à 

utiliser sous les deux états. 

1) Protocole expérimental 

Nous avons préparé les milieux suivants a l'état liquide et à l'état 

gélosé (agar 1,5%): malt 2%; malt agar 2%; PDA; PDB; eau distillée stérile; 

eau distillée gélosée. 

Les grains de blé nous ont permis d'utiliser des quantités d'eau 

différentes dans un même volume. Nous en avons donc placé 8g dans 2 boîtes 

en ajoutant respectivement 25 et 35 ml d'eau distillée stérile. 

Les cultures ont été conduites avec les paramètres physiques définis 

précédemment : 18°C et 12 heures d'éclairement sur 24  heures. Les 

incubations ont duré 60 jours, au bout desquels les microconidies produites 

ont été comptées à l'hematimètre après avoir été récupérées par lavage de 

la culture solide avec 100 ml d'eau distillée. Les cultures liquides ont 

été simplement complétées à 100 ml. 



2) Résultats 

Les résultats des différents comptages sont donnés dans le tableau 1.4. 

Quel que soit le milieu considéré, la microconidiogenèse est fortement 

stimulée sur les milieux liquides, même dans le cas de l'eau distillée où 

le développement est très faible. 

Les milieux grains de blé confirment s'il en était besoin, le rôle 

stimulant du facteur humidité du support puisque la production est 

pratiquement multipliée par un facteur 5 lorsque la quantité d'eau fournie 

passe de 25 à 35 ml, autrement-dit lorsque l'atmosphère des boîtes est 

fortement saturée en humidité. 

Nos résultats contredisent donc ceux de Brierley (1918) quant au rôle 

de ce facteur sur la formation des microconidies. 

Ce tableau montre que la nature du milieu joue également un rôle 

puisque, si nous comparons entre eux les divers milieux respectivement 

gelosés et liquides, nous pouvons voir que le PDB est plus favorable à la 

formation des microconidies que le malt. Les grains de blé restent 

néanmoins le meilleur milieu pour la production de microconidies, à 

condition qu'ils soient accompagnés de la plus grande quantité d'eau 

possible. 

Nous avons ensuite voulu vérifier si les facteurs éclairement et 

température interféraient avec l'état physique du milieu. Pour cela nous 

avons conduit des cultures sur milieu de Huguenin respectivement liquide et 

gélosé à 1,5% en les plaçant à diverses températures ( 7, 10, 14, 18 et 

24°C . Une série complète a été incubée en éclairement continu et une 

autre à l'obscurité totale. Un premier comptage dans les conditions 

habituelles a été effectué après 30 jours d'incubation, et un second après 

60 jours. 



Tableau 1.4 : Effet de l'humidité sur la production des microconidies. 

Mileux. a* bbn c:-: da fn h ~ :  

M. = Moyenne des nombres de microconidies ap ès 60 jours d'incubation à t 18°C (elles doivent être multipliées par 4.10 /ml, chaque culture = 100 ml 
de solution). a* = Eau distillée stérile; b* = Eau gélosée; c* = Grains de 
blé (8 g + 25 ml d'eau distillée); d:': = Grains de blé (8 g + 35 ml d'eau 
distilla; efc = P.D.A;  f* = P.D.B; gsc = Malt-agar 2%; h" = Malt liquide 2%. 

Tableau 1.5 : Effet de la lumière, de la température, de l'age de la 
culture et de l'humidité sur la production des microconidies 

milieu solide milieu liquide 
T. 

lumière obscurité lumière obscurité 

1:': 2:': 1.; 2f: 1.: 29: 1"' 2.; 

7 O C  O 14 O 12 O 26 0 15 

T = Températures d'incubation. 
1" = Premier comptage après 30 jours (moyenne des nombres de microconidies) 
2" = Deuxième comptage après 60 jours (moyenne des nombres de 
microconidies) 
Remarque: Toutes les moyennes d s nombres de microconidies doivent être z multipliées par 4.10 /ml (chaque culture = 100 ml de solution) 



Les résultats sont rapportés dans le tableau 1.5. Ils confirment 

l'influence du milieu liquide sur la production des microconidies ainsi que 

les conditions de température définies précédemment: 18OC est la 

température optimale pour la microconidiogenèse. La production est très 

stimulée par la lumière et cela dans tous les cas. Même dans les conditions 

les plus défavorables, la microconidiogenèse est toujours plus importante 

en conditions humides. 

Il est également intéressant de noter que les mêmes différences entre 

séries respectives apparaissent au cours des 2 comptages successifs: 30 et 

60 jours avec des valeurs évidemment plus faibles au premier comptage. 

Ceci montre donc que les facteurs humidité, température et à moindre degré 

éclairement, exercent leurs effets précocement dès le début de la 

production de microconidies. 

C - CONCLUSION 

Les résultats que nous venons de décrire, montrent qu'il est possible 

d'orienter sélectivement une culture dans le sens de la production de 

sclérotes ou de microconidies. 

Nous définissons donc les conditions expérimentales que nous 

utiliserons pour toutes nos expériences : 

- Pour la production de sclérotes 

. Milieu : broyat de grains de blé. 

. Température : 18°C 

. Obscurité continue 

. Durée d'incubation : 15 à 18 jours. 



1.6 : Comportsment des caichas L o ~ c o s p o r ~ e r  et 
des rouches"rauviges" 

1* ?* 3* 

0,9 15 1i2 

, 8 ,  , 3g 

ii ii r i t  &6 

,i ii nt* 54 

i, *, ,*il 49 

1" = moyenne de vitesse de la croissance mycelienne en cmijour. 
2* = nombre de jours de maturation des sclerotes. 
3* - moyenne de nombre de sclerotes psr boite. 
AU = unyenne des nombre de conidieslml (chaque culture 6 100 ml de 

colution). 
5' = aqvuuie des nombre de microconidieslml (chaque culture = 100 ml de 

solution). 



- Pour la production de microconidies : 

. Milieu : grains de blé (8 g) + eau distillée (35 ml)/boîte de Pétri. 

. Température : 18°C 

. Eclairement alterné ( 12h L. /12h 0. ) 

. Durée d'incubation : 60 jours 

II. CLASSIFICATION DES SOUCHES. 

En nous plaçant dans les conditions que nous venons de définir, nous 

avons étudié le comportement de 32 souches monoascospores (que nous avions 

déjà isolées) et de 6 souches sauvages. Les résultats que nous avons 

obtenus (tableau 1.6) montrent tout d'abord que toutes les souches 

présentent la même vitesse de croissance. Dans tous les cas, la durée de 

maturation des sclérotes est identique. Les différences apparaissent 

nettement si l'on considére l'aptitude a produire des sclérotes, des 

conidies ou des microconidies. 

La production de conidies peut varier d'un facteur 100 suivant les 

souches et celle de microconidies d'un facteur 200 pour les souches qui 

sont capables d'en produire. En effet, certaines souches ne produisent 

jamais de microconidies, ce qui nous conduit a faire une subdivision dans 

le groupe des souches productrices de sclérotes suivant qu'elles seront 

aptes ou non à former en même temps des microconidies. 

D'après le tableau 1.6, nous classerons donc nos souches en 3 groupes : 

1) Souches conidiogènes : Ce sont des souches qui produisent en grande 

quantité du mycélium et des conidies et rarement des 

sclérotes(B.450; B.69; B.428). 

2) Souches à sclérotes : Ce sont des souches qui produisent en grande 

quantité de sclérotes accompagnés ou non de microconidies : 



a) Souches produisant des sclérotes et très rarement de 

microconidies S . ;  S.5; S.7; S.lO; S'12; S.15; S.16; S.18; S.23; 

S.24; S.25 et S.28). 

b) Souches produisant des sclérotes et des microconidies en meme 

temps (S.2; S.3; S.4; S.6; S.8; S.9; S.17; S.19; S.20; S.21; S.22; 

S.26; 5.27; S.29; S.30; S.31; S.32; S.A.S405; S.A.S56; B.FI; B.F2 et 

B.81). 

3) Souches microconidiennes : Ce sont des souches qui produisent 

uniquement des microconidies (S. 11 ; S. 13; S. 14 et B. C. 6). 

III- CHOIX D'UN MILIEU DE CULTURE. 

Nous avons essaye d'établir les conditions nutritives les meilleures 

qui permettaient de produire sélectivement des sclérotes, du mycélium ou 

des microconidies. 

A - ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE. 

Plusieurs travaux ont montre que les caractères morphologiques du genre 

BoitrLyih se modifient selon les conditions de l'environnement et les 

conditions nutritionnelles utilisées. 

Paul (1929) qui a étudie le développement en culture de souches de 

Bo;ttLg.th c inaeu  in vitro a montré que, en fonction du milieu, la 

production de mycélium, celle des conidies ou la formation de sclérotes 

peuvent être respectivement favorisées et devenir ainsi prépondérantes. 

Dumont (1965) a rapporté que B o ; D L y h  ne forme pas de sclérotes à 

la lumière, mais il en forme abondamment à l'obscurité totale entre 3 et 



15°C sur milieu P.D.A. Il a noté également que cette production de 

sclérotes plus abondante résulte probablement de l'augmentation de 

l'humidité . 
Menzinger (1966 a) a rapporté que le fait de cultiver une souche de 

BoZhyLb  sur milieux nutritifs différents pouvait induire des modifications 

considérables des caractères morphologiques de cette souche, comme la 

taille des conidies, la forme des sclérotes, la morphologie du mycélium et 

d'autres caractères sur lesquels la taxonomie des espèces a été basée. 11'a 

recensé des variations morphologiques considérables sur 12 espèces de 

Bo;trtyz%, ces variations étant suffisamment importantes pour mettre en 

doute la taxonomie basée sur les caractères considérés. 

Nonaka et Morita (1967) ont décrit 8 types de sclerotes à partir de 80 

souches de 8o;trLy;tin c.bzet~ea isolées de 56 hôtes différents. Pour la plupart 

de ces souches les sclérotes sont de types différents selon la température 

utilisée pour le développement. 

Lauber (1971) a distingué des lignes physiologiques différentes chez 5 

souches sauvages de BoOuJ;tin c lnaeu:  il a montré que la taille des 

conidies dépendait du pH, du rapport c/N et des éléments nutritifs des 

milieux de culture. 

Vanev (1972) a obtenu des changements dans la taille des conidies et 

les caractères des souches de Bof;rtyz% clnaeu par de simples modifications 

de la température et des milieux de culture utilisés; il a constaté que les 

changements morphologiques étaient réversibles en replaçant les souches 

dans leurs conditions de développement initiales. Phillips (1987) a trouvé 

que la taille des conidies, le nombre et le volume des noyaux et leur 

pouvoir infectieux augmentaient en présence de fortes concentrations en 

glucose. 



Tous ces résultats montrent la nécessité de standardiser les milieux de 

culture synthétiques et les conditions d'environnement (température, 

lumière et humidité) pour conduire de façon rationnelle les recherches 

morphologiques, physiologiques et taxonomiques sur le genre Bu;trryLth. Cette 

standardisation devrait diminuer les problèmes de reproductibilité des 

résultats qui découlent de l'utilisation de conditions nutritives et 

culturales différentes d'un laboratoire à un autre. 

Les conditions physiques de l'environnement ont été déjà étudiées (Paul 

1929, Peiris 1947, Townsend 1957, Natalyina 1963, Vanev 1966 et Tan 1973). 

La variabilité des résultats obtenus (Paul 1929, Hansen 1932 et Grindel 

1979) nous a conduits à répéter les expériences avec nos propres souches 

afin de définir les conditions optimales que nous utiliserions par la 

suite. 

Peu de travaux ont été consacrés à l'étude de l'influence sur la 

croissance et la production de sclérotes de Ba.trtyLb cinmea, des 

différents éléments minéraux, des vitamines et des formes sous lesquelles 

étaient fournis le carbone et l'azote. 

Peiris (1947) a trouvé que le nombre de sclérotes produits par une 

souche de Bo&yLLh cinexea sur milieu glucose/peptone-agar augmentait 

proportionnellement à la concentration en glucose et que des concentrations 

plus élevées de peptone favorisaient la formation de conidies. 

Townsend (1957) a fait plusieurs constatations intéressantes: 

- Les sclérotes présentent des besoins nutritifs différents au cours 

des phases successives de leur évolution : initiation, développement, 

maturation. 

- Les concentrations plus élevées en sucres et les faibles concentra- 

tions en azote dans le milieu, donc un rapport C/N élevé, favorisent 

l'initiation des sclérotes mais défavorisent leur maturation. 



- Le milieu qui est favorable à la croissance du mycélium ainsi qu'à 

l'initiation de sclérotes n'est pas forcément favorable à leur 

maturation. La formation des ébauches dans les sclérotes est liée à 

la présence dans le milieu de quantités données de sucres et d'azote 

consommables, mais ces quantités ne sont pas forcément suffisantes 

pour leur maturation. 

- Glucose, maltose, saccharose, lactose, fructose et amidon sont les 

meilleures sources de carbone. 

- Peptone, asparagine et nitrate de potassium sont les meilleures 

sources d'azote. 

- Les pH acides stimulent la formation de sclérotes. 

Ces résultats ont été quelque peu complétés par ceux de Kamoen (1963 et 

1964) qui ont noté que : 

- La concentration en carbone a une influence sur la taille des 

sclérotes : un nombre plus élevé de gros sclérotes est formé avec des 

concentrations plus fortes sans modification du nombre total de 

sclérotes formés. 

- Il y a également de fortes variations dans la formation des 

sclérotes, le plus grand nombre de gros sclérotes étant obtenu avec 

l'oxalate d'ammonium; les milieux de culture contenant du nitrate de 

potassium et du nitrate d'ammonium sont également favorables. Peu de 

sclérotes se forment sur sulfate d'ammonium. 

- Le Bo&yLb Li~ei tea se développe bien sur 7 sources de carbone 

(glucose, maltose, saccharose, galactose, fructose, lactose et 

raffinose). 



- Le pH initial du milieu a peu d'influence. Pour des pH compris entre 

2 , 5  et 7,5, cet auteur a noté que le développement mycélien était 

légèrement meilleur à pH = 4,s et qu'un pH intial égal à 2 , s  

conduisait à une production de sclérotes en plus grand nombre. 

Vanev (1966) a fait ses expériences en conditions de laboratoire mais 

aussi en conditions naturelles, il a constaté que: 

- L'azote organique favorise beaucoup plus la formation de sclérotes 

que l'azote minéral et qu'un milieu pauvre en azote la stimule. 

- L'addition dans le milieu de zinc, iode, bore, calcium, potassium, 

phosphate, manganèse, fer et molybdène dans les mêmes concentrations 

que dans le jus de raisin stimule la formation de sclérotes. 

- Les pH acides défavorisent la formation des sclérotes. 

- La germination mycélienne des  clér rotes avec des pH acides est 

normale mais les pH alcalins inhibent le développement végétatif des 

sclérotes. 

- Ce champignon (BoLtyLh c i n m e a )  suit toujours le cycle asexué 

(sclérote -conidiophore -mycélium -conidiophore ou sclérote) sans 

parvenir a la forme sexuée car cette forme a besoin de certaines 

conditions spéciales (basse température et lumière) qui ne se 

trouvent pas facilement dans la nature. Ce champignon s'est adapté au 

cycle asexué court qui ne demande pas de conditions spéciales et la 

forme sexuée a disparu. Nous ne sommes pas d'accord avec l'hypothèse 

de cet auteur. 

Willetts (1968) a étudié les conditions de production des sclérotes de 

S d m u C L n i a  &ucLLco&a; il parvient aux conclusions suivantes: 

- Le glucose, le fructose et le saccharose sont les sources de carbone 

les plus favorables pour la formation de sclérotes et les 

concentrations les plus élevées en donnent de grandes quantités. 



- Des concentrations en peptone (seule source d'azote) supérieures à 5% 

stimulent la formation des sclérotes. 

- Le pH optimum pour la formation des sclerotes est différent d'une 

souche a l'autre (pH 4 et pH 4 , 8 )  et c'est aussi le pH optimum pour 

le développement mycélien. 

Zoberi (1980) a étudié les exigences de S d m o . t i u m  ao&ii pour assurer 

sa croissance et former des sclérotes; il a trouvé que: 

- Une gamme étendue de sources de carbone stimule la formation des 

sclérotes : le glucose est nettement la source du carbone la plus 

efficace. 

- Les sclérotes se forment avec toutes les sources d'azote testées 

(nitrate de sodium, sulfate d'ammonium, glycine, lysine, asparagine, 

thréonine, hydrolysat de caséine, peptone et extrait de levure), le 

meilleur rendement est obtenu avec le sulfate d'ammonium et le plus 

faible avec la lysine. 

- Sde t roL ium ttu&& produit des sclérotes même sur des milieux 

dépourvus de vitamines. 

- Les sclérotes ne se forment pas sur des milieux sans potassium. 

Une étude bibliographique de la formation des microconidies montre que 

la plupart des recherches ont porté sur les différents modes de formation 

des microconidies et leur rôle dans le cycle sexuel des champignons. Par 

contre les recherches qui ont été effectuées sur les conditions générales 

de production des microconidies sont peu nombreuses. Il faut également 

préciser que les travaux de Brierley (1918) sur les conditions de 

production des microconidies de BozhyLh  G n a e a  et également Willetts 

(1968)sur M c ~ ~ L f i n i a  &uuXco~a  n'étaient pas des études quantitatives mais 

des études basées sur l'observation visuelle; elles manquaient donc de 

précision scientifique. 



Tableau 1.7 : Effets de la concentration au milieu en farine de blé 
sur la formation et l'évolution des sclérotes. 

i 
concentrations / 19: 2 9: 3 9: 4>'< 5:'< 
en gil 1 

1.: = Nombre total des sclérotesfboîte. 
2:': = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
3" = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,5 cm. 
4" = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,5 cm. 
5" = Temps moyen de maturation des sclérotes (en jours). 



Nous pouvons remarquer la très grande variabilité des résultats 

obtenus, aussi, nous avons été conduits à effectuer certaines vérifications 

pour bien déterminer, d'abord l'effet de tous les éléments nutritifs qui 

composent le milieu synthétique utilisé, et établir ensuite les meilleures 

conditions nutritives pour la production de sclérotes et de microconidies 

que nous utiliserons pour nos recherches sur le cycle sexuel de B o - t t y k b  

e n m e a .  

B - CHOIX D'UN MILIEU DE CULTURE GENERAL 

1) Milieux favorables pour la production des sclérotes. 

a) Amélioration du milieu "grains de blé". 

Le milieu "grains de blé'' utilisé par Drayton (1934) présente des 

caractéristiques intéressantes: 

- Il donne une forte quantité de sclérotes de taille volumineuse. 
- Il conduit à une formation de sclérotes très rapide. 

Par contre, les sclérotes formés sur ce milieu sont très durs (Faretra 

198 8a)ce qui est un inconvénient indiscutable. 

Pour ces raisons nous avons essayé de l'améliorer. Nous avons broyé les 

grains de blé et utilisé la "farine" ainsi obtenue à diverses 

concentrations, 20, 40, 60, 80 et 100g/l d'eau distillée. Ce milieu est 

stérilisé à 0,5 atmosphère pendant 20 minutes. 

D'après le tableau 1.7 nous pouvons constater que les sclérotes de 

petite taille (0,2 cm) ont été éliminés totalement en utilisant ce milieu 

et le nombre des sclérotes de grande taille (plus de 0,5 cm) augmente d'une 

manière remarquable . 



Tableau 1.8 : Essais de milieux p o u  la production 
des sclérotes . 

Milieu de Okarnoen Milieu de Huguenin 
Souches 

1:': = Accroissement du diamètre de la colonie crn/jour. 
29: = Moyenne de nombre de sclérotes par boîte. 



De cette façon nous avons réussi a obtenir un milieu avec une surface 

régulière, et en même temps une grande quantité de sclérotes ayant presque 

la même taille, gros, granuleux et avec un cortex moins dur. 

b) Choix d'un milieu synthétique. 

Il est toujours aléatoire de conduire une expérimentation physiologique 

sur un milieu naturel. Pour cette raison, nous avons souhaité utiliser un 

milieu synthétique dont la composition est constamment connue. C'est 

pourquoi nous avons essayé des milieux synthétiques traditionnels. Nous 

avons choisi 10 souches monoascospores pour comparer leur comportement sur 

les milieux synthétiques utilisés respectivement par Karnoen (1963) et 

Huguenin (1970). 

D'après le tableau 1.8, nous pouvons remarquer que le nombre de 

sclérotes est beaucoup moins important sur le premier milieu que sur le 

deuxième. Cette différence revient à notre avis à la carence en éléments 

nutritifs dans le premier milieu qui défavorise la production des sclérotes 

et pousse les souches au développement mycélien. Pour cette raison nous 

avons préféré le milieu de Huguenin qui nous a semblé bien plus équilibré. 

2) Milieux classiques permettant une bonne production de 

microconidies. 

La plupart des souches de BoittLy;tin c i n a e u  produisent des microconidies 

mais elles en produisent des quantités toujours très faibles et très 

tardivement (30 à 45 jcurs). Nous avons essayé de trouver un milieu qui 

favorise et accélère la formation des microconidies pour en obtenir des 

quantités suffisantes en fonction de nos besoins. 



Tableau 1.9 : Moyennes des nombres des microconidies 
après 45 jours a 18OC 

Lumière Obscurité 
Souches 

a* b" ci': d2 a" b$ cf: d;': 

S.A.S.405 183 140 84 57 157 132 66 71 

a': = Milieu grains de blé; b" = Milieu P.D.B. 
c* = Milieu malt-agar 2%.; d* = Milieu czapek-agar. 
Remaraue: Mo enne de nombre de microconidies doivent être multipliées X par 4.10 /ml (chaque culture = 100 ml de solution). 



Nous avons choisi 4 milieux différents: 

a*) Grains de blé bk) P.D.B.(Potato Dextrose Broth) 

cf:) Malt-agar 2%. dk) Czapek - agar. 

Nous avons testé 10 souches monoascospores sur les 4 milieux. Les 

cultures ont été incubées à 18°C à l'obscurité et à la lumière; ensuite 

nous avons effectue un comptage de microconidies après 30 jours 

d'incubation en utilisant un hématimètre. 

D'après le tableau 1.9, nous pouvons constater que les milieux grains 

de blé et P.D.B. stimulent nettement la production des microconidies. 

C - ESSAIS D'AMELIORATION DU MILIEU CHOISI 

Les valeurs de certains éléments sont importantes dans un milieu de 

culture : 

- Source carbonée. 

- Source azotée. 

- Eléments minéraux. 

- Vitamines. 

- pH. 

Nous avons déterminé les influences respectives de chacun de ces fac- 

teurs sur la production preférentielle de mycélium, de sclérotes ou de 

microconidies. Pour cela, nous avons choisi deux souches: une souche mono- 

ascospore (s.A.S 405) et une souche sauvage (B.81). Les deux souches ont 

été cultivées dans des boîtes de Pétri (8,5 cm) en matière plastique con- 

tenant chacune 25 ml de milieu Huguenin solide et aussi sur milieu liquide 

(le même milieu) dans des fioles de Roux (100 ml par fiole) . Le mycélium 

nécessitant une bonne oxygénation, celle-ci est obtenue en garnissant le 

fond des fioles avec 18 baguettes de verre plein de 6 mm de diamètre. 



Nous avons effectué nos essais sur milieu solide et sur milieu liquide. 

La production de sclérotes a été identique dans les 2 cas. Par contre nous 

avons remarqué que le milieu liquide stimulait nettement la formation des 

microconidies. 

Les cultures ont été conduites à l'obscurité à 18°C pendant 45 jours. 

Les conséquences induites par les modifications apportées au milieu de base 

utilisé (milieu de Huguenin) ont été appréciées en fonction de 5 critères, 

comme dans les expériences préliminaires : 

- Nombre total de sclérotes. 

- Taille des sclérotes. 

- Vitesse de maturation de sclérotes. 

- Vitesse de croissance du mycélium. 

- Nombre de microconidies (après 60 jours d'incubation). 

1) Influence de la nature des sources de carbone 

et de leurs concentrations. 

Le milieu de culture devant obligatoirement contenir une source 

carbonée et une source azotée, la source d'azote doit présenter une valeur 

et une forme d'apport constantes (choisies arbitrairement) pendant que l'on 

fait varier la source carbonée en qualité et quantité. 

a) Conditions expérimentales. 

La source azotée est fournie sous forme de nitrate de potassium à 

raison de 138 mg par litre (milieu de Huguenin). 

Nous avons testé plusieurs formes d'apport du carbone : monosaccha- 

rides, disaccharides, polysaccharides et polyosides sous forme de maltose, 

glucose, lactose, xylose, saccharose, amidon, inuline, inositol, arabinose, 

sorbitol et mannitol à raison de 8 g de carbone par litre. 



Afin de préciser l'influence de la concentration en carbone sur la 

croissance et la production de sclérotes, nous avons employé le glucose aux 

concentrations de 0,l; 0,5; 1; 2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 28 et 32 g 

de carbone par litre. 

b) Résultats 

D'après les tableaux 1.10, I.lOa, 1.11 et I.lla qui montrent les 

résultats au bout de 45 jours, nous pouvons constater que la vitesse de la 

croissance mycélienne des deux souches et leur production de sclérotes sont 

satisfaisantes sur les milieux de culture contenant du glucose, du maltose, 

du lactose, du xylose, du saccharose et de l'amidon (de 67 à 96 sclérotes 

par boîte). 

Par contre sur arabinose, mannitol, inuline, inositol et sorbitol, la 

vitesse de croissance est faible (tableau I.lOa) par rapport aux autres 

sources utilisées. La production de sclérotes (tableau 1.10) est 

complètement inhibée sur les trois premières sources et très faible sur les 

autres (de 13 à 25 sclérotes par boîte). Townsend (1957) a noté que 

l'inuline et le mannitol étaient des sources de carbone difficilement 

assimilables par le champignon, ce qui pourrait expliquer l'inhibition de 

la formation des sclérotes. 

Glucose, maltose et xylose nous ont donné les plus fortes quantités de 

sclérotes ainsi que la plus forte production de gros sclérotes (de 12 à 16 

sclérotes par boîte ont une taille de plus de 0,5 cm). La nature du sucre a 

un effet faible sur la quantité de gros sclérotes formés mais elle a un 

effet sensible sur le nombre total de sclérotes. Quelle que soit la forme 

sous laquelle le carbone est fourni, nous ne notons aucune modification 

significative dans la maturation des sclérotes. Par contre la vitesse de la 

croissance mycélienne est variable en fonction du sucre utilisé (tableau 

I.lOa). 



Tableau 1.19 : EFFFT DE DIFFERENTES SOURCES DE CARBONE SUR 
LA FORMATION DES SCLEROTES ET DES MICROCONIDIES 

souches S.A.S 405 8.81 

/ 
nature de / 
la / 1.: 2;': 33" 4" 5" 6': 1" 23" 3" ri:': 52 6a 
de carbone / 

-- 
GLUCOSE 9 6  12 70 14 15 -- 417- - - 127 - 31 85 11 15 ,311- 

LACTOSE 75 3 56 16 13 428 84 7 62 15 13 289 

MALTOSE 91-' 8 76 7 15 948 88 13 67 9 - - 15 I470' - -- 

- - 
XYLOSE 85 4 72 9 15 610 80 10 66 4 - - 15 352 

AMIDON 67 6 54 7 15 529 89 12 67 10 15 280 

SACCHAROSE 77 7 58 12 15 502 104 22 70 12 15 324 

ARABINOSE O O O O 0 4 0 8 0  O O O O 2&6 
- -- - 

MANNITOL O O O 3 O 4 3 6 0  O O O O 295 
- - 

INULINE O O O O O 3 7 2 0  O O O O 225 
- -- --- 

INOSITOL 13 9 4 O 17 357 14 9 5 O 17 278 
- - -- -- pp 

SORBITOL 25 17 8 O 17 415 38 12 26 O 17 327 

15 - Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
29: = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
30 = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,s cm. 
4:': = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,5 cm. 
5': = Temps moyen de maturation des sclérotes (jours). 
6.c = Moyenne de nombre de microconidies/ml (elles doivent être multiplées 

par 4.104/ml, chaque culture = 100 ml de solution) 
RIPURQUE : dans tous les cas le sucre est en quantité suffisante pour 

correspondre à une concentration de 8 g/l de carbone dans le milieu 
l'azote (O,i38 g N/1) est fourni sous forme de KN03. 



Tableau 1.lOa: EFFEll LA NA- DE LA SOURCE CARBONEE SUR LA VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELI'üM 

nature de 
la source inaltose glucose xylose saccharose lactose mannitol amidon inuline sorbitol inositol arabinose 
carbonée 

1 
jours / fi 2;': 1" 2;': 2$: l:? 2" 19: 2$: l;? 2:'< 1>2 2$< 1M 2" 1:2 2$: 1;': 2$ ln Pf: 

/ 

1 0,4 0,6 0,6 0,5 0,7 0,7 0,s 0,3 0,5 0,4 0,3 0,3 0,4 0,4 0,2 0,2 0,3 0,2 0,4 0,3 0,4 0,3 

1'': = Souche S.A.S 405 
2:': = Souche B.81 --- = Le mycélium envahit compléternent la boîte de Pétri (8,s cm). 
REMARQUE : les valeurs correspondent à l'accroissement quotidien du diamètre de la colonie 

en cm : la croissance est exprimée en cmljour. 



Tableau 1.11 : EFFETS DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS EN CARBONE 
SUR LA FORMATION DES SCLEROTES Fî DES MICROCONIDIES 

souches S.A.S 405 B.81 

/ 
cûncentration 1' 
encarbone ( g / l )  / 1" 2.: 3" 4" 5" 69 11" 2" 3" : 5: 6.: 

I 

1':: = Moyenne du nombre t o t a l  de sc lé ro tes  par boî te .  
2* = Moyenne du nombre de s c l é r o t e s  de moins de 0,2 cm. 
3" = Moyenne du nombre de sc lé ro tes  de 0,2 à 0,s cm. 
4* = Moyenne du nombre de sc lé ro tes  de plus de 0,5 m. 
5" = Temps moyen de maturation des sc lé ro tes  ( jours ) .  
6" = Moyenne de nombre de microconidies/ml ( e l l e s  doivent ê t r e  

multipliées par 4 .10~/ml ,  chaque cul ture  = 100 m l  de so lu t ion)  
REMARQUE: l e  carbone est fourni  sous forme de glucose e t  l ' a z o t e  

SOUS forme U 0 3  ( 0,138 g N l l ) .  



D'après le tableau 1.10 nous pouvons constater que les différentes 

sources de carbone utilisées permettent la formation des microconidies. 

Les meilleures sources de carbone sont le maltose, le xylose, l'amidon, le 

saccharose et le glucose. 

Willetts (1968) a noté que S & m o ; t i ~ a  & u d c o l a  produisait des 

microconidies sans grandes variations quelle que soit la source de carbone. 

John Mass et Powelson (1972) ont trouvé que le maltose, le glucose, le 

saccharose et l'amidon étaient les meilleures sources de carbone stimulant 

la conidiogenèse de B ü h q L b  c ine tea .  En nous référant aux résultats 

obtenus quant à l'influence des sources carbonées sur la production de 

sclérotes, nous pouvons donc dire que les sources de carbone qui stimulent 

la formation des sclérotes de Bo;tcryL& dilenea stimulent en même temps la 

microconidiogenèse et également la conidiogenèse. Par contre les sources de 

carbone qui ne sont pas favorables à la production de sclérotes (mannitol, 

inuline, sorbitol, inositol et arabinose) produisent presque normalement 

des microconidies. 

La vitesse de croissance du mycélium (tableau I.lla) augmente 

proportionnellement à la concentration du carbone dans le milieu, elle 

atteint son maximum à 12 g Cl1 puis elle diminue légèrement malgré 

l'augmentation de la concentration en carbone. Wang et Le Tourneau (1971) 

ont trouvé que 12 g Cl1 était l'optimum pour le développement et la 

formation des sclérotes de Sdeho.tin.La ddmoLLokum. En général le milieu 

nutritif qui favorise le développement mycélien favorise aussi la formation 

des sclérotes . 
La concentration du carbone dans le milieu (tableau 1.11) a une 

influence remarquable sur la quantité de sclérotes formés; les 

concentrations plus fortes en carbone donnent un nombre de sclérotes plus 

élevé que les faibles concentrations. Le nombre de gros sclérotes augmente 



Tableau 1-lla: EFFET DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS EN CARBONE SUR LA VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELIUM 

concentration 
en 0,5 1 2 4 6 8 1 O 12 16 2 O 24 28 32 

carbone ( g /  1) 

1;': = Souche S.A.S 405 
2" = Souche B.81 --- = Le mycélium envahit compléternent la boîte de Pétri (8,s cm). 
REMARQUE : les valeurs correspondent à l'accroissement quotidien du diamètre de la colonie 

en cm.; donc la croissance est exprimée en cmijour. 



aussi proportionnellement aux concentrations en carbone. 

En comparant les deux souches nous pouvons voir que la souche "sauvage" 

B.81 se caractérise par la formation d'un grand nombre de petits sclérotes 

par rapport à la souche monoascospore S.A .S  405. De plus la nature du sucre 

a une influence sensible sur la taille des sclérotes, notamment pour la 

souche S . A . S  405, le maltose étant dans ce cas la meilleure source. Par 

contre, en ce qui concerne la souche B.81, c'est sur glucose que les gros 

sclérotes sont en plus grand nombre, comme le montre le tableau 1.10. 

Miranda et Leal (1979) ont effectué une analyse chimique des sclérotes. 

Ceux-ci se composent de 75% de glucides, 10% de protéines, 5% de chitine et 

0,212 de lipides. Il semble donc que les sclérotes soient un lieu 

privilégié d'accumulation des composés glucidiques. La production de 

sclérotes est inhibée si la concentration en carbone est inférieure à 0,5 g 

C/1. Au-delà de 12 g Cl1 le nombre total de sclérotes diminue légèrement, 

ainsi que la proportion de gros sclérotes. Un pourcentage élevé de gros 

sclérotes se forme par une sorte d'anastomose entre deux ou trois petits 

sclerotes. 

La stabilité du nombre total de sclérotes à partir de 10 g Cl1 jusqu'à 

16 g Cl1 correspond, à notre avis, à une saturation du système. En effet la 

surface de la boîte de Pétri se présente à ce stade comme un tapis continu 

de sclérotes. 

La maturation des sclérotes est remarquablement influencée par les 

concentrations en carbone; les faibles concentrations en carbone 

l'accélèrent tandis que des concentrations plus élevées la ralentissent. Un 

certain équilibre entre les concentrations en carbone et en azote est sans 

doute nécessaire à une bonne maturation des sclérotes. Les sclérotes qui se 

forment en utilisant des concentrations plus élevées en carbone ne peuvent 

pas arriver à maturité car la quantité d'azcte présente dans le milieu 



n'est pas suffisante. Cette constatation montre la nécessite d'étudier 

l'influence du rapport C/N sur les paramétres considérés (Tableau 1.14). 

D'après le tableau 1.11 nous pouvons constater que le nombre de 

microconidies augmente lentement en même temps que la concentration en 

carbone jusqu'a 10 g Cl1 soit 2% de glucose par litre, concentration à 

partir de laquelle il tend à se stabiliser. Nous pouvons dire que la 

microconidiogenèse est stimulée par les concentrations moyennes en carbone. 

Beauverie (1899) a obtenu la meilleure culture microconidienne sur 

milieu liquide contenant 1% de glucose par litre; Brierley (1918) et 

Willetts (1968) ont noté que les milieux pauvres étaient favorables a la 

formation des microconidies. 

Nous avons comparé nos résultats à ceux obtenus par Townsend (1957),  

Kamoen (1963 et 1964) et Vanev (1966) sur Bu.tnyLb d n m e a  et des résultats 

obtenus sur d'autres espèces voisines de la famille des Sdmu.LLrÜacécu.  

Nous avons constaté qu'il y avait des différences entre ces divers 

résultats. Elles résultent à notre avis de deux raisons : 

- La variation entre les souches utilisées: la grande différence entre 

leur capacité à utiliser diverses sources de carbone et également des 

sources d'azote variées donne toujours des résultats très divers. 

Cook (1969) avait une souche de S d m o L h . L a  ~ d m o L i o & u m  qui se 

développait bien avec le mannitol comme source de carbone. Par contre 

les souches de Wang et Le Tourneau (1971) ne se développent pas sur 

ce sucre. Nous avons trouvé aussi des différences entre nos souches 

qui ne se développent pas bien sur l'arabinose et la souche de 

Townsend (1957) qui se développe bien sur ce même sucre. 

- La différence entre les milieux de base utilisés: nous pouvons 

constater que toutes les recherches sur l'effet des différents 

éléments nutritifs sur le développement et la production de sclérotes 
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de B o f i y U  ciitehea ont été réalisées des milieux très variés qui 

contenaient des élément nutritifs très différents dans leur nature et 

leurs concentrations. 

2) Influence de la nature de la source azoteé 

et de sa concentration 

L'auxotrophie des champignons par rapport a l'azote impose la présence 

de cet élément dans les substrats nutritifs où il parait exercer une 

influence très importante sur la morphogenèse fongique. 

a) Conditions expérimenta.les. 

Dans ce cas, c'est la source carbonée qui est toujours fournie sous la 

même forme et à la même concentration; on fait alors varier les formes 

d'apport de l'azote et les concentrations en cet élément. Le milieu de 

Hugaenin a été utilisé, le carbone a été fourni à la concentration de 8g/l 

sous forme de glucose. Nous avons essayé les sources d'azote suivantes: 

- l'azote inorganique sous forme de nitrate de potassium, nitrate 

d'ammonium, sulfate d'ammonium, chlorure d'ammonium, nitrate de 

sodium, carbonate et oxalate d'ammonium, à la concentration de 138 mg 

d'azote par litre. 

- l'azote organique sous forme de L.asparagine, L.alanine, L.tyrosine, 

L. serine, acide amino-butyrique, L. cystine, L. cystéine, acide 

L.glutamique, peptone et hydrolysat de caséine à la dose 138 mg 

d'azote par litre. 

Pour tester l'effet de la concentration en azote, nous avons utilisé le 

nitrate de potassium de façon a fournir 0,020; 0,030; 0,040; 0,050; 0,100; 

0,138; 0,200; 0,250; 0,300; 0,400; 0,500; 0,600; 0,700; 0,800 et 1,400 g 

d'azote par litre . 



Tableau 1.12 : EFFET DE DIFFERENTES SOURCES D'AZOTE SUR 
LA FORMATION DES SCLEROTES ET DES MICROCONIDIES 

souches S.A.S 405 B.81 

nature de 1 
la source / lfi 2" 3" 4:k 5$: 6:: 1$< 2*: 39: 4fi 5:': 6" 
d'azote 1 

oxalated' 75 11 50 14 14 287 88 16 59 13 14 122 
ammonium 

asparagine 74 5 55 14 14 1456 89 22 58 9 14 ,315 
-- 

alanine 72 7 56 9 14 117 74 18 49 7 14 230 

peptone ,95 10 66 19 14 '462'1112' .- 24 74 14 14 ;357: - 
hydrolysat .- 

de caséine 79 13 52 14 14 1413 87 15 61 11 14 ,297 - - -- 
cystine 14 10 4 O 16 O 26 18 8 O 16 O 

cystéine 0 0 0 0 0 0 û 0 0 0 0 0  

acide 8 mino 
butyrique 72 13 46 13 14 14341 90 25 54 11 14 1275 

-- -- -- 

acide 

glutamique 75 11 49 15 14 366 84 19 55 10 14 241 

tyrosine 27 15 12 O 16 67 46 31 15 O 16 103 

sérine 86' 8 62 16 14 104 93 27 52 12 14 37 
-- 

la = Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
23: = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
39: = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,s cm. 
W = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,s cm. 
5.: = Temps moyen de maturation des sclérotes (,jours). 
6fi = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent être 

multipliées par 4. lo4/ml, chaque culture = 100 ml de solution) 
REMARQUE : le carbone est fourni sous forme de glucose ( 8 g C/lj 

et l'azote (0,138 g N/lj. 



b) Résultats 

D'après le tableau 1.12 nous pouvons constater que le champignon se 

développe bien sur un milieu contenant du nitrate de potassium, du nitrate 

de sodium, du nitrate d'ammonium ou de l'oxalate d'ammonium comme sources 

d'azote minéral, ainsi que de l'asparagine, de la peptone, de la sérine et 

de l'hydrolysat de caséine comme sources d'azote organique. La production 

de sclérotes est satisfaisante sur toutes les sources d'azote ci-dessus; 

elle est moyenne sur 1. alanine, acide glutamique et acide raminobutyrique. 

Le chlorure d'ammonium, le sulfate d'ammonium, la tyrosine, la 1.cystine et 

la 1.cystéine ne sont pas des formes d'apport d'azote favorables a la 

production des sclérotes, ce qui n'est pas en accord avec les résultats de 

Townsend (1957) mais confirme ceux de Kamoen (1964) et Willetts (1969). 

Townsend (1957) a noté que l'effet des sels d'ammonium comme source d'azote 

était très variable et dépendait de l'acidité se développant dans le milieu 

consécutivement à la croissance. Il a noté que le sulfate et le chlorure 

d'ammonium étaient plus efficaces que le tartrate et l'oxalate d'ammonium 

tandis que le nitrate de potassium avait un effet intermédiaire entre les 

deux groupes. 

Nos résultats montrent que la nature de la source azotée a une 

influence sensible sur la formation des sclérotes et la vitesse de 

croissance mycélienne (tableau I.l2a), la peptone a engendré la vitesse 

maximum de croissance et la cystéine la vitesse minimum. 

Démétriadés (1953) a noté que le S d e t L u f i G a  d d e t ~ o f i o x w n  se 

développait mieux sur l'azote nitrique que sur l'azote ammoniacal; Willis 

(1968) a trouvé que le S d a o L i i u a  hL,$ofio~>tum se développait mieux sur 

l'azote ammoniacal que sur l'azote nitrique. Par contre le Sdet~oL&ilz 

bdetroLLutum se développe bien sur ces deux formes d'azote. 



Tableau 1.12a: EFFlET LA NATURE DE SOURCE D'AZOTE SUR LA VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELIüM 

nature de oxalate hydrolysat acide 
la source KN03 NH4NO3 NH4C1 NH4SO4 d' peptone de asparagine alanine II amino tyrosine cystéine cystine 
d ' azote amnonium caséine butyrique 

I 
jours 1 1y t  2n 1>t 2n 1+ 2n l n  7.n ln 2* 1yt p t  l f t  2" l n  2n l a  2n 1" 2n l n  2" 1" 2+ 1" 2+ 

-1 

1 0,7 0,s 0,s 0,s 0 ,4  0,3 0,3 0 , l  0,3 0,3 0,9 0,7 0,s 0 , s  0,5 0,3 0,4 0,3 0,3 0 , l  0,3 0,2 O O O O 

2 2,4 2,O 2,2 1,9 2 , l  2,O 2,O 0,9 1,8 1,6 2,7 2,6 2,4 2,2 2 , l  1 , 7  1,9 1,8 1 5  1 1  1,6 1,s 0 , l  0 , l  0 , l  0 , l  

3 4,s 4,2 4 , l  4,O 4 , l  4 , l  3,8 2,7 3,s 3,6 5,s 5,s 4 , l  4,O 4,0 3,8 4,O 3,8 3,8 3,2 3,6 3,5 0,2 0,2 0,3 0,3 

1" % Souche S.A.S 405 
2 9  = Souche B.81 --- = Le mycélium envahit complétement la boîte de Pétri (8,5 cm). 
REMARQUE : les valeurs correspondent à l'accroissement quotidien du diamètre de la colonie 

en cm : la croissance est exprime6 en cmljour. 



Townsend (1957) et Vanev (1966) ont indiqué que l'azote organique 

stimulait davantage la formation des sclérotes que l'azote inorganique, 

Kamoen (1964) a note qu'il obtenait des sclérotes plus nombreux avec 

l'oxalate d'ammonium. Zoberi (1979) a eu le meilleur rendement pour 

S d m v f i u m  kvmii avec le sulfate d'ammonium. Wang et Le Tourneau (1972) 

ont trouvé que le développement mycélien et la formation des sclérotes 

étaient très faibles ou quasiment inhibés sur milieux contenant des acides 

organiques, Trevethick et Cooke (1971) ainsi que Wang et Le Tourneau (1972) 

ont confirmé que les acides aminés qui contiennent un groupe -SH sont des 

sources d'azote très pauvres; ceci nous explique les mauvais résultats 

obtenus avec la cystine et la cystéine sur la croissance et la production 

de sclérotes. 

D'après le tableau 1.12 nous pouvons constater que l'azote organique, 

sauf s'il est apporté sous forme de cystine ou de cystéine, stimule 

davantage la microconidiogenèse que l'azote minéral. On peut penser que le 

soufre contenu dans ces deux acides aminés est responsable de cet effet 

"dépresseur" . 
L'azote nitrique est nettement plus favorable que l'azote ammoniacal 

puisque le chlorure d'ammonium est même totalement inhibiteur. Il faut 

noter que le nitrate d'ammonium est la source azotée sur laquelle les 

meilleurs résultats sont obtenus. Ceci traduit peut-être un phénomène de 

"synergie" entre les constituants de cette molécule . 
Nous pouvons dire que toutes les sources d'azote qui stimulent la 

formation des sclérotes stimulent également la microconidiogenèse, et 

toutes celles qui défavorisent la formation des sclérotes, désavantagent la 

microconidiogenèse. 

Willetts (1968) a noté que le chlorure d'ammonium, le nitrate 

d'ammoriium et le nitrate de sodium inhibent la formation des microconidies. 



Tableau 1.13 : EFFET DE DIFFERENTES CONCENTRATIONS EN AZOTE SUR 
LA FORMATION DES SCLEROTES EX DES MICROCONIDIES 

souches S.A.S 405 B.81 

/ 
concentrations / 
enazote(g/l) / 12 2n 39: 4$: 5;': 6n 1:: 2" 3k 4k 5f: 6$: 

/ 

0,020 O 0  O O O 9 1 0  O O O 0  14 

0,030 17 4 13 0 13 122 24 16 8 O 13 54 

O, 040 31 5 2k 2 13 167 39 21 17 1 13 67 

0,050 39 7 28 3 13 213 53 23 27 3 13 102 

1.: = Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
2" = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
3" = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,s cm. 
@ = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,5 cm. 
5:': = temps moyen de maturation des sclérotes (jours). 
6:': = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent être 

multipliées par 4.10~/ml, chaque culture = 100 ml de solution) 
REMARQUE : le carbone est fourni sous forme de glucose (8 g C/1) 

et l'azote sous forme de nitrate de potassium. 



Nos résultats (tableau 1.12) montrent nettement que le nitrate d'ammonium 

est le sel minéral qui donne le plus fort nombre de microconidies, nous 

avons aussi obtenu des microconidies en utilisant le nitrate de sodium 

comme source d'azote; il semble donc que l'azote nitrique soit favorable à 

la microconidiogenèse. 

D'après les tableaux (1.13 et I.13a) nous pouvons voir que les 

concentrations les plus élevées en azote stimulent la vitesse de croissance 

mycélienne et la formation des sclérotes, mais ce résultat est lié à la 

concentration en carbone qui se trouve dans le milieu. La taille des 

sclérotes est influencée aussi par la quantité d'azote présente dans le 

milieu puisque le nombre de gros sclérotes augmente proportionnellement à 

celui-ci. 

Les très fortes concentrations en azote retardent nettement la 

maturation des sclérotes à cause du déséquilibre entre la quantité d'azote 

et la quantité de carbone qui se trouvent dans le milieu. 

11 nous a donc semblé judicieux de rechercher quel était le meilleur 

rapport entre ces 2 éléments. 

D'après le tableau 1.13 nous pouvons remarquer que le nombre de 

microconidies augmente proportionnellement à la concentration en azote 

jusqu'à 0,250 g 11, ensuite il diminue faiblement. 

Beauverie (1899) a noté qu'il obtenait une forte concentration de 

microconidies sur milieux contenant de la peptone à 2% (presque 0,270 g 

~ 1 1 )  et sur milieu bouillon de viande liquide après un mois de 

développement de Bo&tyz% &nmea. Brierley (1918) et Willetts (1968) ont 

constaté que les milieux pauvres en azote stimulaient la formation des 

microconidies. 

Beauverie (1899) et Willetts (1968) ont constaté que le champignon 

formait toujours des microconidies lorsque la valeur nutritive du milieu 



Tableau 1.13a: EFFET DES DIFFERENTES CONCENTRATIONS D'AZOTE SUR LA VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELIüM. 

concentrations 
en azote (gll) 0,05 0.1 O, 138 0,2 O,25 0,3 0,4 0,5 u,6 0,7 0,s 1,4 

1 
jours 1 2k 1" 2% 1$: 2% 1;t 2f: 1" 2:': la 2" ln 7;': 1 2;': la 2a 1:': 2n 1;': 2;': 1;': 2a 

1" = Souche S.A.S405 
2% = Souche B.81 
--- = Le mycélium envahit compléternent la boîte de Pétri (8,s cmj. 
REMARQUE : les valeurs correspondent à l'accroissement quotidien du diamètre de la colonie 

en cm : la croissance est exprimée en cmljour. 



diminuait. Donc, selon ce résultat, le champignon devrait produire 

directement des microconidies sans former des sclérotes lorsque l'on 

utilise un milieu nutritif très pauvre. Mais nous avons trouvé que même en 

utilisant un milieu très pauvre le champignon commençait toujours par 

former une couche compacte de mycélium (de stroma) ensuite des sclérotes 

et finalement des microconidies. Il semble que le champignon donne toujours 

la priorité à la formation de mycélium et des sclérotes et qu'ensuite il y 

ait apparition des microconidies selon l'importance de chaque forme dans le 

cycle biologique du champignon. Le seul cas où le champignon forme 

directement des microconidies est celui de la souche microconidienne qui 

donne très rarement des sclérotes même si elle est cultivée sur un milieu 

nutritif riche. 

3) Effets du rapport C/N. 

Il est bien connu que la source azotée et la source carbonée doivent 

être dans un rapport précis (Cochrane 1958, Lilly et Barnett 1951) qui 

présente pour chaque organisme une valeur optimale. C'est cette valeur que 

nous avons essayé d'établir pour le B o t t q a  C n w e a .  

a) Conditions expérimentales. 

- Première série d'expériences : dans cette série d'expériences le 

glucose est fourni successivement aux concentrations de 0,l; 0,5; 1; 

2; 4; 6; 8; 10; 12; 16; 20; 24; 28 et 32 g de carbone par litre. 

L'azote est apporté à raison de 138 mg par litre sous forme de 

nitrate de potassium. 

- Deuxième série d'expériences : le carbone est apporté à la 

concentration de 8 g par litre sous forme de glucose ; l'azote est 

fourni à raison de 0,020; 0,030; 0,040; 0,050; 0,100; 0,138; 0,200; 

0,250; 0,300; 0,400; 0,500; 0,600; 0,700; 0,800 et 1,400 g d'azote 

par litre, sous forme de nitrate de potassium. 



Tableau 1.14: EFFET Dü RAPPORT C/N SUR LA FORMATION 
DES SCLEROTES ET LEI! EVOLUTION. 

Ir: = Concentration de carbone en g Cil. 
2.: = Concentration d'azote en g N/1. 
3:': = Rapport C/N. 
4* = Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
5" = Vitesse de maturation de sclérotes (jours). 
6" = Moyenne du nombre de sclérotes plus de 0,5 cm (par boîte). 
Remarque: le carbone était fourni sous forme de glucose et 

l'azote sous forme de KN03. 



b) Résultats 

Les résultats obtenus, reportés dans le tableau 1.14 nous permettent de 

faire plusieurs constatations en tenant compte simultanément des 3 critères 

d'appréciation précédemment définis : 

- Les variations de ~oncentrations en carbone ont un effet positif pour 

des valeurs comprises entre 8 g C/1 et 12 g Cl1 soit pour des 

rapports C/N de 58 à 87. Les concentrations en carbone inférieures à 

8 g Cl1 entraînent une diminution du nombre et de la taille des 

sclérotes sans influencer leur maturation. Les concentrations en 

carbone supérieures à 12 g Cl1 essayées (c/N croissant) retardent 

considérablement la maturation des sclérotes sans affecter 

notablement leur production. 

- Les concentrations en azote sont plus favorables lorsque celles-ci 

sont comprises entre 200 mgIl et 400 mg/l soit dans des rapports C/N 

de 20 à 40. 

La production de sclérotes est liée à la concentration de la source 

carbonée, alors que leur maturation dépend de celle de la source azotée. 

Ces 2 phénomènes paraissent totalement indépendants des proportions 

relatives de ces 2 sources nutritives. En effet, pour la concentration en 

azote correspondant à la fois à une production satisfaisante de sclérotes 

et à une maturation rapide, le rapport C/N est compris entre 20 et 40 

(nitrate de potassium = 0,2 à 0,4 g 11 - glucose = 8 à 16 g/l). Par contre, 

si on fait varier l'azote, le carbone restant constant, les valeurs du 

rapport C/N qui autorisent la meilleure production de sclérotes ( carbone = 

10 à 20 g C/1 pour azote = 0,138 g NI1 ) sont comprises entre 72,4 et 145. 

Donc, puisqu'il n'y a pas recoupement des meilleures valeurs du rapport 

C/N dans l'un et l'autre cas, nous pouvons considérer que la valeur de ce 



rapport n'influence pas directement la production des sclérotes ou leur 

maturation, pourvu que la source nutritive qui régit l'un ou l'autre de ces 

phénomènes soit présente en quantité satisfaisante. 

Si nous nous plaçons dans des conditions sensiblement optimales par 

rapport à chacun de ces facteurs, le rapport C/N prend une valeur égale à 

72 qui se situe dans le voisinage de chacune des deux zones d'influence 

respectives des concentrations en carbone et en azote sur notre tableau 

(1.14). 

Nous avons donc choisi, pour la suite de nos expériences, de travailler 

avec une concentration en C = 10 g/l et une concentration en N = 0,138 g/l, 

soit un rapport C/N = 72,4. 

4) Effet des éléments minéraux 

Nous avons voulu étudier l'effet de divers éléments minéraux 

(macroéléments) qui composent le milieu synthétique(surtout le calcium, le 

potassium, le magnésium et le sodiurn)sur la croissance et la formation des 

sclérotes pour déterminer l'importance de leur présence dans le milieu. 

a) Conditions expérimentales 

Pour déterminer les influences respectives des ions potassium, 

magnésium, sodium et calcium dans le milieu nutritif nous avons remplacé : 

- L'ion potassium (.sulfate et nitrate de-potassiun) phosphates mono et 

dipotassiques) par du sulfate de sodium, du nitrate de sodium, des 

phosphates mono et disodique afin de déterminer l'effet de l'absence 

de potassium sur la vitesse de croissance mycélienne et la formation 

des sclérotes. 

- Pour étudier l'effet de l'absence de sulfate de magnesium, nous avons 

testé différentes concentrations de l'ion magnésium (sous forme de 

sulfate de magnesium) :O g/l; 0,l g/l; 0,25 g/l et 0,5 g/l. 



- Nous avons également teste l'effet de l'absence de l'ion calcium 

(sous forme du chlorure de calcium) de la même manière en utilisant 

différentes concentrations : O gll; 0,05 gll; 0,l g/l et 0,2 g/l. 

- Le témoin de référence était constitué par un milieu de base (milieu 

de Huguenin j . 

b) Résultats 

D'après le tableau 1.15 nous pouvons constater que le calcium n'a aucun 

effet sensible ni sur la croissance mycélienne, ni sur la formation des 

sclérotes. Le milieu dépourvu de calcium produit des sclérotes normalement 

et la maturation des sclérotes est même stimulée par l'absence de cet ion. 

Nous pouvons dire la même chose à propos du sodium car le milieu 

synthétique de Huguenin est dépourvu de cet élément et produit normalement 

des sclérotes mais la présence de sodium ne stimule ni la vitesse de 

croissance ni la maturation des sclérotes. 

Si on remplace le potassium par du sodium dans le milieu, la formation 

des sclérotes est complètement inhibée (tableau 1.16) alors que la 

croissance du mycélium n'est pratiquement pas affectée. On sait que le 

sodium n'est pas assimilé par les champignons, donc l'inhibition de la 

formation des sclérotes observée est bien provoquée par l'absence de 

potassium dans le milieu et cela induit la formation d'un stroma (couche 

compacte de mycélium qui se développe sur la surface du milieu de culture 

et sur lequel se forment habituellement les sclérotes) très clair et 

incapable de produire des conidies et des microconidies. 

Nous avons également constaté que l'absence de magnésium dans le milieu 

synthétique, empeche le champignon de suivre les stades normaux de son 

cycle asexué, car la carence en cet élément inhibe la formation des 

sclérotes.Le tableau 1.17 nous montre l'influence remarquable de cet ion 



Tableau 1.15: EFFETS DE L'ABSENCE DU CALCIUM SUR LA PRODUCTION 
DES SCLEROTES, DES MICROCONIDIES ET LA VITESSE DE CROISSANCE 
DU MYCELIUM 

Concentrations 1'" 2" 3 $: qa 5:: 6" 7 $: 
du Ca en g/l 

l* = Moyenne du nombre total de sclérotes par bolte. 
2k = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
3* = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,5 cm. 
4* = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0 , 5  cm. 
5" = Temps moyen de maturation de sclérotes (jours). 
6f: = Moyenne des valeurs correspondant à l'accroissement 

quotidien du rayon de la colonie en cmfjour. 
79: = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent 

être multipliées par 4.104/ml, chaque culture = 
100 ml de solution). 



Tableau 1.16 

EFFETS DE INtABSENCE DU POTASSTUM SUR LA PRODIJCTION DES SCLEROTES, 
DES MICROCONIDIES ET LA VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELIUM. 

Milieu sans K Milieu témoin 
Jours 

If: = Vitesse de la croissance mycélienne quotidienne : 
accroissement du diamètre de la colonie en cmljour. 

2* = Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
3* = Temps moyen de maturation des sclérotes (jours). 
4* = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent 

être multipliées par 4.10~/mi, chaque culture = 
100 ml de solution). 

Remarque: Le potassium a été remplacé par le sodium. 



Tableau 1 .17  : EFFETS DE L ' AEECENCE DU MAGNESIUM SUR LA 
PRODUCTION DES SCLEROTES, DES MICROCONIDIES ET LA 
VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELIUM 

Concentrat ions 1 $: 2.: 32 4" 5f: 6" 7 $: 
du Mg en g/l 

19: = Moyenne du nombre de sclérotes par boîte. 
29: = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
3$: = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,5 cm. 
4f: = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,5 cm. 
5" = Temps moyen de maturation de sclérotes (jours). 
6" = Moyenne des valeurs correspondant à l'accroissement 

quotidien du rayon de la colonie en cmljour. 
7s: = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent 

être multipliées par 4.104/ml, chaque culture = 100 ml de solution). 



sur la formation des sclérotes alors que les variations de concentration en 

cet élément n'affectent pratiquement pas la croissance du mycélium 

(l'accroissement quotidien du diamètre de la colonie passe de 1 à 0,9 

cmljour pour une déprivation totale en magnésium). Le nombre total de 

sclérotes produits par boîte se réduit corrélativement à la diminution de 

la concentration du milieu en magnésium puisqu'il passe de 77 

sclérotes/boîte pour une concentration en magnésium égale à 0,5 g/l, à 7 

sclérotes/boîte lorsque cet élément est totalement absent du milieu. Il 

faut également noter une diminution corrélative de la taille des sclérotes 

puisque le nombre de gros sclérotes est réduit de moitié quand la 

concentration en Mg passe de 0,5 à 0,25 g/l. Il n'y a plus du tout de gros 

sclérotes dès que cette concentration est de 0,l g/l. Le nombre de 

sclérotes de taille moyenne suit la même évolution. Il faut également 

remarquer que l'absence de magnésium s'accompagne d'une mélanisation 

importante du mycélium et de la formation de sclérotes très petits 

(microsclérotes) qui sont difficiles à distinguer à l'oeil nu. La 

production de conidies n'est pas affectée par les carences en magnésium. 

Le potassium et le magnésium sont des éléments minéraux indispensables 

à la formation des sclérotes. L'absence de potassium entraîne un faible 

ralentissement de la croissance mycélienne. 

Zoberi (1980) a noté que le potassium était le seul élément minéral 

indispensable à la formation des sclérotes de S d m o f i u m  t ~ o & L i  et que le 

calcium, le sodium et le magnésium étaient sans effet sur ce phénomène. Nos 

résultats relatifs à l'influence de ce dernier élément sont en totak 

contradiction avec ceux de cet auteur, puisque nous avons montré qu'il y 

avait une corrélation étroite entre le nombre de sclérotes produits et la 

concentration du milieu en chlorure de magnésium. Goujon (1968, 1969 et 

1970) et Geiger et Goujon (1970) ont étudié l'effet de la déprivation en 



Tableau 1.18: EFFFT DES DIïTERJNES CONCENTRATIONS DE THIAMINE SUR LA PRODUCTION 
DE SCLEROTES FT LA VITESSE DE CROISSANCE DE mcaIm 

souches 

concentrations 
(meIl> ln 2n 34 49t 5 9 ~  6fC 7n  19~ 2 9 ~  3a 49t 59~ 6 1  7" 

O (temoin) 84 15 53 1 6  1,6 13 359 93 18 60 15  l,6 1 3  217 

1': = Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
2 9 ~  = Moyenne du nombre de sclérotes de moins de 0,2 cm 
3 9 ~  = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,s cm. 
4* = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,s cm 
5:'~ = Moyenne de vitesse de la croissance mycéiienne quotidenne/cm 
6ft = Temps moyen de maturation des sclérotes (jours) 
7n = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent être 

multipliées par 4.104/ml, chaque culture = 100 ml de solution). 



potassium sur la formation des sclérotes; ils considèrent que les enzymes 

de la synthèse protéique par lesquelles se forment les sclérotes deviennent 

inactives en l'absence de potassium. Même s'il y a développement mycélien, 

les sclérotes ne se forment pas sur un milieu dépourvu de potassium. 

5) Effets de la thiamine 

Certaines espèces fongiques sont auxotrophes vis à vis de la thiamine. 

Nous avons voulu connaître l'effet de cette vitamine sur la production des 

sclérotes, des microconidies et la vitesse de croissance mycélienne. 

a) Conditions expérimentales 

Le milieu de Huguenin que nous avons utilisé, contient de la thiamine. 

Pour vérifier si cette substance (vitamine BI) était indispensable pour la 

croissance du Bo;tttyLb cinmea et la production de sclérotes, nous avons 

utilisé les concentrations suivantes en vitamine (sous forme de 

chlorhydrate de thiamine) : 0; 0,2; 0,5 et 1 mg par litre. 

b) Résultats 

Les résultats rassemblés dans le tableau (1.18) montrent que le nombre 

moyen de sclérotes et celui des microconidies sont presque stables quelle 

que soit la concentration en thiamine utilisée. Ces résultats nous 

permettent de constater que la thiamine n'a pas d'influence sensible sur la 

croissance et la formation des sclérotes puisque leur nombre n'est 

pratiquement pas réduit lorsque cette vitamine est totalement absente du 

milieu de culture. Nos résultats confirment ceux de Townsend (1957) sur 

Bol;iLyLb cinmea et ceux de Zoberi (1980) sur S d e t ~ o & i u m  XO&G. 



Tableau 1.19 EFFFTS DE DIFFERENTS pH SUR LA FORMATION DES SCLEROTES 
ET DES MICROCONIDIES 

souches S.A.S &O5 B.81 

1.~ = Moyenne du nombre total de sclérotes par boîte. 
21' = Moyenne du nombre total de sclérotes de moins de 0,2 cm. 
3': = Moyenne du nombre de sclérotes de 0,2 à 0,5 cm. 
4k = Moyenne du nombre de sclérotes de plus de 0,s cm. 
5" = Temps moyen de maturation des sclérotes (jours). 
6" = Moyenne du nombre de microconidies/ml (elles doivent être 

multipliées par 4.1o4/mi, chaque culture = 100 ml de solution). 
FEMARQUE : le carbone est fourni sous forme de glucose (8 g C/1) 

et l'azote sous forme de KN03 (0,138 g N/1). 



6) Effets des différents pH. 

Certains champignons sont sensibles au pH du milieu, il nous a donc 

paru opportun d'essayer de déterminer le pH le plus favorable au 

développement de Bo;tttyLh c i n a e u  et à la production de sclérotes par cet 

organisme. 

a) Conditions expérimentales 

Nous avons étudié l'influence du pH en établissant la gamme de valeurs 

de pH suivante: 1,5; 2,5; 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5; 9,5 sur milieu 

liquide, et sur milieu gélosé : pH 3,5; 4,5; 5,5; 6,5; 7,5; 8,5; 9,5. Les 

valeurs des pH ont été ajustées en utilisant des solutions de HC1 et NaOH 

avant la stérilisation du milieu de culture. 

Afin de maintenir le pH à sa valeur initiale le plus longtemps 

possible, nous avons tamponné le milieu de culture en utilisant deux 

tampons différents, tampon phosphate de potassium (~hosphate monopotassique 

0,2 M + phosphate dipotassique 0,2 M) pour les pH initiaux compris entre 

2 , 7  et 5,5 et tampon citrate ( acide citrique 0,l M + phosphate 

dipotassique 0,2 M) à partir de pH 6,5 et jusqu'à pH 7,7. 

b) Résultats 

D'après le tableau I.19aY nous pouvons constater que nos souches se 

développent bien sur une large gamme de pH : de 3,5 jusqu'à pH 9,5. Alors 

que, classiquement la plupart des champignons préfèrent les pH acides, les 

deux souches étudiées ont montré une certaine tolérance envers les pH très 

alcalins. Nous avons trouvé que les deux souches se développaient moins 

rapidement pour des pH extrêmes, surtout les pH les plus alcalins et 

qu'elles présentaient un développement normal pour des pH compris entre pH 

4,5 et pH 5,5 mais à 5 jours, la différence du diamètre de la colonie n'est 



Tableau 1.19a: EFFETS DES DIFFERENTS pH SUR LA VITESSE DE CROISSANCE DU MYCELIüM 

1" = Souche S.A.S 405 
2$( = Souche 8.81 
--- = Le mycélium envahit complétement la boîte de Pétri (8,5 cm). 
RENARQUE : les valeurs correspondent à l'accroissement quotidien du diamètre de la colonie 

en cm : la croissance est exprimée en cmljour. 



que de 0,9 cm dans les pH acides et de 1,3 cm dans les pH alcalins. 

Nous avons également suivi les variations de pH pendant le 

développement mycélien (tableau 1.20) en mesurant régulièrement le pH du 

milieu pendant les deux premières semaines. Les expériences conduites sur 

milieu liquide et milieu gélosé nous ont montré que le pH optimum pour le 

développement mycélien de Bohy t in  cinenea était compris entre 5 et 6,5. 

Les pH acides et alcalins ne sont pas favorables au développement, mais 

lorsque le champignon est placé dans des conditions de pH défavorables, il 

neutralise très rapidement le milieu pour tendre à se trouver dans les 

conditions de pH qui lui sont le plus favorables. 

Il est remarquable de constater que Ba;DLyfi cineheu est capable soit 

d'acidifier, soit d'alcaliniser le milieu pour assurer sa survie et cela 

très rapidement (tableau 1.20). Si le pH de départ est de 7,7 , il passe à 

5,3 après 2 semaines, et le pH de départ égal à 2,7 se stabilise après 2 

semaines, à un pH de 4,3. 

Vega et Le Tourneau (1970) ont rapporté que les champignons produisent 

certains acides organiques en relation avec le cycle des acides 

tricarboxyliques (T.C.A) et la formation de sclérotes; Khare, Bompeix et 

Basuchaudry (1981) ont rapporté que la chute du pH pendant le développement 

de Sdeno2inia ininox résultait probablement de la production d'acides 

organiques par ces deux champignons. Par contre, ainsi que nous l'avons dit 

plus haut, nous avons constaté que le pH du milieu augmentait pour devenir 

neutre ou légèrement alcalin, lorsque le milieu était acide au départ. 

La production des sclérotes est nettement influencée par le pH (tableau 

1 . 1 ,  nous avons constaté que le meilleur pH pour le développement 

mycélien (pH 5,6) est aussi le meilleur pour la formation des sclérotes. De 

plus, la production de sclérotes à des pH alcalins (45 pour la souche SAS 

405 et 53 pour la souche B.81) est faible par rapport à ce qu'elle est pour 



Tableau 1.20 : Evolution du pH pendant le développement 
de la culture 

S.A.S 405 B.81 
LES pH 
de départ 

l* 2* 1°C 2:'< 

l* = Evolution du pH après la première semaine. 
23: = Evolution du pH après la deuxième semaine. 



des pH acides (83 et 58 pour les 2 mêmes souches respectivement). La 

formation des gros sclérotes est stimulée par les pH plutôt acides: 19 

sclérotes > 0,5 cm sur 91 pour la souche SAS 405 à pH 4,5 alors qu'il y en 

a seulement 8 sur 66 à pH 7 pour cette même souche; les proportions sont 

les mèmes pour la souche B.81. La durée de maturation des sclérotes 

s'allonge nettement pour des pH très alcalins (22 jours au-lieu de 14 en 

conditions normales. L'effet est moins net pour les pH très acides: 16 

jours pour un pH = 3,5 au-lieu de 14 pour un pH = 5,5. 

Willetts (1968) a testé les modifications de pH après 7 jours de 

développement de S d m o 2 , L G a  &tucLico~a sur une large gamme de pH ( 2 , 5  à 

8,5), il a trouvé que le pH se stabilisait entre 4 et 4,5 ce qui correspond 

au pH optimal à la fois pour le développement et la formation des 

sclérotes. 

Wang et Le Tourneau (1971) ont rapporté que la diminution ou 

l'augmentation du pH du milieu pendant le développement de S d m o L i n i a  

ddm02,Loxum dépendaient de la concentration en carbone utilisée. Les 

faibles concentrations ou les sources carbonées pauvres augmentent le pH et 

les fortes concentrations font décroître le pH du milieu. 

Sur le tableau 1.20 nous pouvons dire que nos résultats confirment ceux 

de Willetts (1968), le champignon essaie d'améliorer le pH du milieu 

pendant son développement jusqu'a ce qu'il parvienne au pH optimal. 

Marras (1961) a rapporte que S d & t o L L h  &no& se développait bien sur 

une gamme étendue de pH (4 à 10). Le pH optimal est égal à 7. Par contre . 

Khare, Bompeix et Baushaudry (1981) ont obtenu par ce même organisme un 

très faible développement à pH 83 ils ont noté que le pH optimal était 

compris entre 3,4 et 4,5. 

D'après le tableau 1.19 nous pouvons voir que BoZkya% C n m e a  produit 

des microconidies dans une large gamme de pH, il a une large tolérance aux 



pH acides comme aux pH très alcalins, mais les pH plutet acides stimulent 

un peu mieux la microconidiogenèse. Le meilleur pH pour la production des 

microconidies se trouve entre pH 3,5 et pH 5,5 (les moyennes des nombres 

des microconidies sont optimales à pH 4,5 : 442 pour la souche S.A.S405 et 

158 pour la souche B.81). Le pH optimum pour la formation des sclérotes est 

presque le méme que celui qui est favorable à la production des 

microconidies. 

La production de microconidies commence faiblement après un mois 

d'incubation, ensuite elle s'accroît rapidement. Après 90 jours, les 

variations entre les nombres de microconidies produites a différents pH 

sont faibles; cette précarité résulte de deux faits: 

- En étudiant l'effet des différents pH sur la formation de sclérotes, 

nous avons constaté que les pH évoluent après une semaine 

d'incubation, pour se rapprocher pendant la deuxième semaine d'un pH 

plus adapté au développement du champignon . 
- Nous avons constaté également que la formation des microconidies ne 

commence pas avant la troisième semaine, donc le pH a déjà atteint la 

valeur optimale pour le développement du champignon . 
Les cultures plus âgées sont capables de produire des microconidies 

plus abondamment que les cultures moins âgées. Donc l'effet du pH ne peut 

être perceptible du fait qu'il n'est pas possible de maintenir celui-ci 

constant, méme en milieu tamponné, jusqu'à ce que la microconidiogenèse 

commence. 

Willetts (1968) a noté que les différences entre les nombres de 

microconidies de S d a o f i n i a  &ucticola formées à différents pH ne sont pas 

significatives. 



D - CONCLUSION 

- Les résultats que nous avons obtenus montrent que le pH du milieu, la 

nature et la concentration des sources carbonée et azotée dans le milieu, 

qui sont optimales pour la croissance mycélienne, sont également les 

meilleures pour la formation des sclérotes et des microconidies. Les 

concentrations en carbone et en azote présentent dans nos expériences in 

v k t a o  des valeurs optimales proches de ce qu'elles sont dans la nature. En 

effet, les biotopes naturels de ce champignon (fruits) correspondent à des 

substrats relativement riches en sucres et moins riches en azote. 

- Glucose, maltose, xylose, saccharose et lactose sont les meilleures 

sources carbonées pour la croissance mycélienne, la production de sclérotes 

et de microconidies. L'augmentation dans une certaine limite de leurs 

concentrations dans le milieu de culture, à condition de maintenir 

l'équilibre avec la concentration d'azote utilisée, stimule la croissance 

mycélienne et augmente le nombre total de sclérotes ainsi que la proportion 

de gros sclérotes. Une quantité de glucose correspondant à une 

concentration en carbone de 10 à 12 g/l donne le maximum de sclérotes et de 

microconidies en utilisant 138 mg d'azote par litre. Pour des 

concentrations en carbone supérieures à 12 g/l, la quantité d'azote du 

milieu restant inchangée, on provoque un déséquilibre du rapport C/N et en 

conséquence le nombre total de sclérotes diminue et leur durée de 

maturation s'allonge nettement. 

Le Bcr;tn_y;tin Lnmea  préfère nettement les sucres simples ou les 

polymères du glucose. En effet il ne se développe pas ou très peu, sur les 

polyols ou l'inuline. Ces préférences peuvent expliquer la fréquence des 

attaques de Botmp2h Ctzettea sur beaucoup de fruits murs où la 

concentration en sucres simples est plus élevée. En outre, les baies vertes 

contiennent vraisemblablement des substances inhibitrices pour le champignon. 



- Le nitrate de potassium, la peptone, l'asparagine, l'hydrolysat de 

caséine, la serine, le nitrate et l'oxalate d'ammonium sont les meilleures 

sources d'azote. La capacité à utiliser les différentes sources d'azote est 

très variable d'une souche à l'autre et aussi d'un espèce à l'autre. Nos 

résultats montrent que les deux souches avec lesquelles nous avons 

travaillé, se développent sur quelques sources d'azote inorganique aussi 

bien que sur quelques autres sources d'azote organique. Nous ne pouvons pas 

dire que l'azote organique soit plus souhaitable que l'azote inorganique 

parce qu'il y a un grand nombre d'acides aminés qui ne sont pas favorables 

à la formation des sclérotes. L'azote organique sauf s'il est apporté sous 

forme de cystine ou de cystëine stimule la microconidiogenèse mieux que 

l'azote minéral. L'azote ammoniacal est défavorable et totalement 

inhibiteur lorsqu'il est sous forme de chlorure d'ammonium. Néamoins, c'est 

la forme nitrate d'ammonium qui donne les meilleurs résultats. 

L'augmentation de la concentration en azote jusqu'à 250 mgIl stimule la 

formation des microconidies. 

- La valeur nutritive du milieu n'est pas un élément déterminant de la 

formation des microconidies car BoltrLqLh civrenea les produit sur des 

milieux différents riches ou pauvres. Mais il faut préciser que le 

champignon commence toujours par former une couche mycélienne sur la 

surface du milieu, puis il produit des sclérotes et à la fin, des 

microconidies. Cet ordre de priorité est toujours bien respecté par nos 

souches non microconidiennes. Par contre dans nos souches microconidiennes 

la formation des microconidies suit immédiatement la formation de la nappe 

mycélienne, car celles-ci forment rarement des sclérotes. 

- La zone optimale des valeurs du rapport C/N correspond à des 

concentrations en C de 8 à 10 g/l pour 0,138 mg N/1 (en tenant compte du 

nombre total de sclérotes et de leur vitesse de maturation). Même si 



l'influence du rapport C/N sur la maturation des sclérotes est faible, ce 

processus peut être nettement retardé lorsque ce rapport prend des valeurs 

extrêmes. 

- L'absence de potassium ou de magnésium dans le milieu synthétique 

inhibe complètement la formation des sclérotes et diminue légérement la 

vitesse de croissance mycélienne; par contre l'absence de sodium ou de 

calcium n'a pas d'effet sensible. L'absence de calcium accélère néanmoins 

légèrement la vitesse de maturation des sclérotes. L'absence de potassium 

inhibe également la production des microconidies. Par contre l'absence de 

calcium, de magnésium ou celle de sodium sont sans effet sur ce phénomène. 

- Une gamme très étendue de pH (3,s jusqu'à 9,5) est convenable pour la 

production de sclérotes mais les pH légérement acides (4 ,s  et 5,5) sont les 

plus favorables. Etant donné qu'après 1  semaine de culture, les différents 

pH testés évoluent spontanément pour se stabiliser dans une zone comprise 

entre 3,5 et 5,5, il est difficile d'attribuer à ce facteur une influence 

sur la formation des microconidies d'autant plus que celle-ci ne débute 

qu'après 4  semaines de culture. 

- L'absence de thiamine n'a d'effet ni sur la croissance mycélienne ni 

sur la production de sclérotes et de microconidies, donc Borttty;tin etzmea 

n'est absolument pas auxotrophe par rapport à cette vitamine 

- Nous retiendrons donc pour nos expériences les conditions de culture 

suivantes: 

. Milieu: Huguenin liquide avec glucose ( 2 4  g/l) et nitrate de 

potassium ( 1  g/l) 

. pH = 5,5 

. Température d'incubation : 18°C 

. Obscurité pour la production de sclérotes. 

. Eclairement nycthéméral pour la production de microconidies. 





2ème PARTIE 

REALISATION DU CYCLE I N  V I V O  

D E  ROTRYO7-INTA FUCKELTANA 





CHAPITRE 1 

LES MICROCONIDIES ET LEUR ROLE 





1.- MISE AU POINT BIBLIOGRAPHIQUE 

On peut rappeler du point du vue historique que les microconidies des 

Sdmofinia ont été décrites pour la première fois avec beaucoup de 

précision par Tulasne (1853). 

De Bary ( 1884) a signalé 1' existence, , pour le Bob~qoLLnia.~uck&ai~a,  

d'une forme microamidienne qu' il a appelée "spermaties" : cette forme a été 

rencontrée chez beaucoup de Peziza et plus particulièrement chez celles 

qui composent les groupes très voisins des Sdmofinia et SRnorndnia comme 

Sdmofinia tubmoaa, Sdmo-tica b u l a t h ,  Sdmo-tinia admofiottum, 

Sdmo-tinia ;eiLi8o&onum et S d m u ~ n i a  convo.hta. Il n'a pas pu obtenir la 

germination de ces spermaties, dénommées à tort "sporidies" par De Bary. 

Lindner (1887) le premier, a remarqué la formation de microconidies dans 

les vieilles cultures de Bohgo;tin& &uck&ana. Des microconidiophores 

portent les microspores en chaînettes sur des microphialides. 

Smith (1903) a trouvé des microconidies dans des cultures de Bo&y;tin 

Lnmea sur la surface du milieu gélatine; elles se trouvent dans une 

matière d'aspect cireux. 

Les microconidies sont des microspcres de forme sphérique de 2 à 4 pm 

de diamètre ;elles contiennent une grande vacuole recélant un grand nombre 

de granules métachromatiques et aussi du glycogène. Le cytoplasme forme une 

couche très fine et le noyau apparait comme une petite masse homogéne dans 

le cytoplasme contenant un petit nucléole (Beauverie 1903). 

Beauverie et Guilliermond (1903) ont obtenu la formation de 

microconidies sur bouillon de peptone et même sur eau distillée. Ils ont 

également constaté la formation de microconidies endocellulaires. 

Régulièrement la formation de microconidies se fait par la germination des 

conidies de Botryotinia fuckeliana. 



Istvanffi (1905) a obtenu la formation de microconidies sur de la 

glycérine et aussi l'apparition d'autres types microconidiens différant de 

la forme classique par leur mode de formation. 

Brooks (1908) a observé que les microconidies se formaient sur milieu 

pauvre (10% de gélatine) beaucoup mieux que sur milieu riche. En effet, 

dans ce cas, c'est la formation des conidies qui prend le dessus. 

Brierley (1918) a publié un article bien documenté sur la formation et 

la biologie des microconidies de Bo;t;rtyo;tinia &uch&ana: la température, la 

lumière, l'humidité et la nutrition n'ont pas un effet net sur la formation 

de microconidies ; par contre l'âge de la culture est l'élément dont le 

rôle est prépondérant. Cet auteur a également noté que les microconidies 

étaient capables de germer dans l'eau. 

Massey (1928) a réussi à obtenir un fort pourcentage de microconidies 

sur milieux P.D.A et glucose - peptone - agar, mais il n'a pas réussi à les 

faire germer. 

Drayton (1932, 1934a et 1934b) sur SdwoLLnia gtadiafi , puis sur 

. Bottty~i.Uaconvo~~~ (1937), Groves et Drayton (1939) et Groves et 

Loveland (1953) sur l BoLtyoLLnLa &chfiana, ont montré que les 

microconidies ont un rôle sexuel (spermaties) et il les considèrent comme 

les cellules mâle. Drayton (1932) a noté que les microconidies peuvent 

germer mais en très faible pourcentage. 

Willetts (1968) a étudié la formation des microconidies de !.Mo~ufinia . 

&u&icoLa; il a noté que le pH du milieu de culture était sans effet sur 

leur formation. La température non plus ne joue pas un rôle déterminant, 

les microconidies se forment sur une gamme étendue de températures de 14°C 

jusqu'à 25°C. Elles se forment mieux sur milieux pauvres en azote mais 

elles ne se forment pas sur milieux contenant du NH4C1, NH4N03 et NaN03. 



Cet auteur a enfin noté que la concentration et la nature des sources de 

carbone n'ont pas d'influence sur la formation des microconidies. 

Calonge (1970) a étudié l'ultrastructure des microconidies de 

iSdmofin.&~ a d m o ; t i o ~ u m ;  il a noté que la microconidie possède un grand 

noyau et un globule lipidique très gros qui occupe la plus grande partie de 

la cellule, très peu de mitochondries (une ou deux par cellule) et enfin, 

un réticulum endoplasmique dispersé. Les organites cellulaires sont bien 

entourés par une membrane qui se compose de deux très fins feuillets (0,06 

~m). 

Grindle (1979) a confirmé la germination des microconidies, mais seules 

germaient celles qui prove.naient d'une seule des 8 souches dont il 

disposait. 

II. - MODE DE FORMATION DES MICROCONIDIES (Fig. 1). 

Les microconidies de Bohy$&, c i n m e a  peuvent avoir plusieurs origines 

et se former après les autres mécanismes de dissémination (ascospores, 

sclérotes et conidies), c'est-à-dire, en fin de cycle biologique. Elles 

sont produites par des structures différentes des structures conidiogènes. 

Il faut noter que les structures productrices de microconidies 

(microphialides) peuvent se développer à partir de tous les autres 

mécanismes de dissémination (sclérotes, conidies, mycélium, ascospores). 

Nous pensons que cette surabondance peut-être reliée au fait que les 

microconidies jouent le rôle de spermaties dans le cycle sexuel de 

i BoZxyofinia &uck&ana. 

D'après des travaux antérieurs aux nôtres (Lindner 1887, Smith 1903, 

Beauverie et Guilliermond 1903, Istvanffi 1905, Brierley 1918, Drayton 

1932, et Grindle 1979), on peut dire que les hyphes et les conidies sont 



Figure 1 : 
Modes de formation des microconidies: 

- A, B et C = Par germination des conidies. 

= Par germination des ascospores. 

= Par modification des hyphes végétatives 
à l'intérieur et à l'extérieur. 

= A partir des paraphyses. 



capables de produire des microconidies sous différentes conditions. Nous 

avons constaté aussi la formation des microconidies à partir des sclérotes, 

des ascospores et des paraphyses. 

Il faut mentionner que le mode habituel de formation des microconidies 

est un conidiophore provenant d'un mycélium végétatif dans les conditions 

normales de développement; mais sous conditions inhabituelles, les 

microconidies sont produites par les autres formes de ce champignon. 

1) Formation de microconidies à partir des conidies (fig. 1, A, B et C) 

Les conidies normales en taille sont capables de former des 

microconidies sous des conditions précises. 

Au cours des essais que nous avons effectués sur la germination des 

conidies de B a h y u  c inaeu  nous avons constaté que les conidies étaient 

capables de germer dans l'eau distillée stérile, sur les milieux pauvres 

liquides ou gélosés très humides, à une température inférieure à iS °C  soit 

à l'obscurité soit à la lumière. 4 à 7 jours plus tard, ces germinations 

produisent des microconidies. 

Les conidies commencent à devenir un peu plus grosses; cette 

augmentation de taille est accompagnée par l'apparition d'une ou deux 

protubérances qui donnent, un peu plus tard, de petits tubes germinatifs 

qui ressemblent, au début, à un tube germinatif normal. Dès que ce tube 

atteint 10 - 15 pm de longueur sa croissance s'arrête et il se renfle au 

sommet prenant la forme d'une bouteille et commence alors à fonctionner 

comme une phialide. Le sommet de cette phialide se renfle petit à petit 

donnant à la fin, naissance à une petite microconidie qui se sépare 

directement de celui-ci ou s'en éloigne par la formation d'une autre 



microconidie intermédiaire (figure lA, 1B et planche 4, photo 14). 

Il peut aussi arriver que le tube germinatif se divise en deux longues 

cellules qui se séparent par formation d'une cloison. La cellule du sommet 

se transforme en une phialide et la cellule de base commence à former un 

autre phialide en position latérale. On n'observe jamais qu'une seule 

phialide par cellule. 

On peut aussi trouver des cas un peu plus compliqués que les 

précédents: la cellule du sommet porte plusieurs phialides qui donnent 

finalement une masse de microconidies. Parfois le tube germinatif peut 

continuer son développement et devenir une longue hyphe de 6 à 7 cellules; 

la cellule du sommet se renfle et forme plusieurs phialides (figure 1C). 

Nos résultats confirment ceux de Harrison et Heargreaves (1977) sur les 

conidies deBu&yLb ,$&ae; celles-ci germent aussi dans l'eau et donnent 

des microconidies poilrvu que la température soit inférieure à 30°C et 

supérieure à 15°C. 

Les conidies d'autres espèces du genre BoLtgLb donnent aussi des 

microconidies; tel est le cas de Bo&yLb t f i p a e  (Coley-Smith 1980). 

2) Formation des microconidies par le mycélium végétatif 

Nous avons constaté que les différentes zones du mycélium végétatif 

sont capables de produire des microconidies sous des conditions précises. 

Le taux d'humidité surtout joue un rôle très important. 

Après essais sur divers milieux nous avons constaté que le mycélium 

végétatif était capable de produire des microconidies de différentes façons 

dans l'eau ou sur un milieu nutritif solide à 100 % d'humidité et aussi 

dans les milieux liquides. 



On peut voir facilement la formation de phialides latérales sur un 

mycélium. Il y a toujours une seule phialide sur chaque cellule (figure 1E 

et planche 4, photo 16). On peut aussi voir sur le mycélium végétatif plus 

âgé (3 - 5 mois) des microconidies se former sur un très court 

microconidiophore qui sort directement d'une cellule. Ce microconidiophore 

porte plusieurs phialides qui donnent une grande masse des microconidies. 

On peut encore voir la formation des phialides sur l'apex arrondi d'un 

mycélium végétatif. 

Des microconidies endocellulaires peuvent se former (Lindner 1887, 

Beauverie 1899 et Brierley 1918) dans de vieilles hyphes (3 - 4 mois) dans 

des conditions de forte humidité et aussi dans le jeune mycélium qui se 

développe dans l'eau ou dans les milieux liquides. Le processus débute par 

l'apparition d'une phialide ou deux sur la paroi intercellulaire (figure 

IF). Les microconidies qui se forment sur ces phialides restent à 

l'intérieur de la cellule et sont libérées ultérieurement par destruction 

de la vieille paroi. Dans le mycélium âgé les phialides endocellulaires se 

forment toujours au contact d'une cellule pleine de cytoplasme vivant et se 

développent de l'autre côté du septum dans une cellule presque vide. 

Parfois la phialide ne donne pas directement des microconidies mais se 

développe à partir de la cellule et forme une petite hyphe composée de 3 à 

5 courtes cellules; ensuite apparaissent plusieurs phialides sur la cellule 

terminale de cette hyphe. 

3) Formation des microconidies par un microconidiophore 

Dans les conditions normales de développement les microconidies sont 

portées par un microconidiophore (planche 4, photo 18). 

Le mycélium végétatif de &naeu (planche 4, photo 19) se 

développe et se ramifie donnant une hyphe trés grêle qui se compose de deux 

parties : 



- Dans la partie supérieure, la paroi des cellules est très mince, 

remplie d'un contenu cellulaire très dense. La cellule terminale se 

renfle puis devient hémisphérique, pleine de protoplasme dense et 

granulaire. Ensuite on remarque la formation de petites 

protubérances qui évoluent en petites phialides produisant 

directement un grand nombre de microconidies. Cette hyphe qui porte 

le microconidiophore est incapable de donner une prolifération 

végétative. 

- Dans la partie inférieure, la paroi des cellules est épaisse; leur 

contenu est hyalin, vacuolisé et le protoplasme n'est pas dense. Ces 

cellules sont capables de former des microconidies de deux façons : 

. microconidies endocellulaires. 

. formation d'une protubérance latérale qui donne ensuite plusieurs 

phialides sur lesquelles les rnicroconidies prennent naissance. 

4) Formation des microconidies sur les sclérotes 

Cette méthode de production de microconidies est à notre avis 

biologiquement trzs importante parce qu'elle implique directement l'organe 

(sclérote) à partir duquel va se développer l'apothécie. 

Lors de nos expériences sur la production des apothécies, nous avons 

constaté, après avoir effectué plusieurs prélèvements dans des tubes 

contenant des sclérotes n'ayant pas subi de spermatisation préalable, que 

ceux-ci contenaient un grand nombre de spermaties dont nous avons essayé de 

connaître l'origine. 

Willetts et Wong (1980) ont trouvé des spermaties sur les hyphes 

végétatives qui couvrent la surface extérieure des sclérotes de S d m o L l n i a  

~ o f i o n u m  et S d m o ; t i n i a  ader toa5ot rum mais ils n'ont pas observé la 

présence de microconidiophores provenant de l'intérieur du sclérote. 



Lorenz et Eichhorn (1983) ont, eux aussi, trouvé des microconidiophores 

sur la surface de sclérotes de Bo.ttL&A c i n e t t u  : ces microconidiophores 

sont très courts et peu nombreux. 

Au cours du travail de cytologie que nous avons fait sur les sclérotes 

nous avons observé que plusieurs microconidiophores sortaient de 

l'intérieur de ceux-ci (planche 4, photo 17). Les microconidiophores sont 

très courts, ils percent les cellules noires du cortex, se renflent et 

ensuite donnent plusieures phialides pour produire des microconidies. Mais 

ils ne se développent pas au-delà de la surface du sclérote. Notre travail 

par la microscopie électronique à balayage a confirmé cette observation. 

5) Formation des microconidies par des ascospores et des 

paraphyses 

Arnaud et Barthelet (1936) ont noté que les ascospores du Monilia sont 

capables de produire des microconidies soit après la formation de 

phialides, soit directement . 
Les ascospores du Bofiyo;ti~a &uch&ana sont également capables de 

produire des microconidies dans des conditions précises. 

Au cours de nos recherches sur la germination des ascospores nous avons 

montré que celles-ci, après 36 à 48 h.(dans l'eau distillée stérile à des 

températures situées entre 4.c et  SOC, à la lumière ou à l'obscurité) 

commencent à germer et donnent un ou deux tubes germinatifs composés d'une 

seule cellule courte portant une phialide qui forme des microconidies 

(planche 4, photo 15). Parfois les ascospores forment directement une ou 

deux phialides (figure ID). 

On peut voir aussi le tube germinatif se développer en donnant un long 

tube composé de quatre ou cinq longues cellules; chacune de ces cellules 

constitue une phialide latérale et la cellule terminale se renfle au sommet 



et forme deux ou plusieures phialides. On a donc ainsi un bouquet de 

phialides sur l'ascospore. 

Les ascospores, en milieu nutritif liquide ou sur milieu gélosé, ont un 

comportement différent de celui qu'elles montrent dans l'eau. En effet dans 

ces conditions, elles perdent leur capacité à produire des microconidies et 

germent, donnant des hyphes végétatives de la forme polyactis qui peuvent 

plus tard produire des microconidies. 

11 faut préciser que les ascospores de Bo;t>tgroLinia ,$uck&ana, 

produisent toujours des microconidies après formation des phialides, mais 

par contre nous n'avons jamais vu se former des microconidies directement 

sans phialides comme chez le Monilia (Arnaud et Barthelet, 1936). 

La formation des microconidies commence par l'apparition d'une ou deux 

protubérances qui donnent un peu plus tard des phialides. L'apex de 

celles-ci s'arrondit et il s'y accumule un cytoplasme dense. La zone 

sub-apicale s'élargit en entonnoir, l'apex augmente son volume, devient de 

plus en plus sphgrique, puis se sépare de la phialide par une cloison; 

ensuite une autre microconidie se forme sous la première et repousse 

celle-ci vers l'extérieur (Brierley 1918). 

D'après Le Ga1 et Mangenot (1360), cité par Chadefaud (1965) les asques 

et les paraphyses du Mo.eeinia b e n a u d a  (Discomycète) sont capables de 

produire des microconidies. 

Nous avons aussi constaté, en observant des préparations réalisées par 

écrasement d'apothécies, que les paraphyses produisaient des microconidies 

uniquement dans les apothécies âgées 45-60 jours après la formation des 

apothécies (figure 1G et planche 4, photo 13). 
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B - ETUDE EN MICROSCOPIE ELECTRONIQUE A BALAYAGE 

Le but de notre travail par la microscopie à balayage est d'étudier la 

surface du sclérote et de suivre le développement des initiales 

apothéciales puis la formation des apothécies. 

Cette étude nous a permis de voir la formation des microconidipohores 

par des sclérotes. Nous avons photographié des microconidiophores sortant 

directement de l'intérieur du sclérote en perçant le cortex ( planche 1, 

cliché 4). 

Il faut préciser aussi que, même avec le microscope à balayage, il 

n'était pas facile de mettre en évidence les microconidiophores qui sortent 

de l'intérieur du sclérote. En effet ils sont tellement petits qu'ils ne 

peuvent être distingués que grâce à la microconidie qu'ils portent à leur 

extrémité et ils ont presque la meme apparence que le cortex, mais pas la 

mème couleur que les microconidiophores qui se développent sur la surface 

du milieu. 

Nous avons aussi observé la présence d'un mycélium végétatif se 

développant sur la surface du sclérote et portant de longs 

microconidiophores. Ce mycélium provient probablement du milieu de culture 

sur lequel les sclérûtes se sont formés dans les boîtes de Pétri 

En microscopie photonique, nous avons observé la présence d'un ou 

plusieurs petits disques de mycélium se développant à la surface des 

apothécies âgées.La microscopie à balayage (planche 1, cliché 13) montre 

que ces disquettes mycéliennes proviennent de la germination des ascospores 

sur la surface de l'apothécie donnant des bouquets de phialides 

productrices de microconidies (planche 1, cliché 3). 11 faut noter que ce 

phénomène se produit uniquement dans l'eau stérile ou en présence d'un fort 

pourcentage d'humidité qui favorise la germination des ascospores après la 



déhiscence des asques; l'humidité stimule également la formation de 

phialides, productrices de microconidies, à partir dés paraphYses. 

Ramsey (1925) et Cohin (1979) ont noté que les ascosopores de 

Bohyof ivLia  ~ u c h & a n a  et S d m o L i i U a  ~ d e t t 0 ~ 0 ~ ~  germent sur la surface 

des apothécies en présence d'eau. 

Après avoir trouvé une forte concentration de ribosomes dans des coupes 

de paraphyses de S d m o , t L i U a  a d e n o ~ o m , m  Kosasih et Willetts (1975a) ont 

attribué à celles-ci un rôle physiologique. Cette constatation vient à 

l'appui de nos observations relatives à la formation des microconidies à 

partir des paraphyses. Ces auteurs considèrent les paraphyses comme une 

source d'énergie pour la formation des asques et des ascospores. Ceci a été 

suggéré par la présence de fortes quantités de glycogéne dans les 

paraphyses de Sclerotinia sclerotiorum. 

III.- PROFRIETES DES MICROCONIDIES: ESSAIS DE GERMINATION 

Le problème de la germination des microconidies a été longtemps 

discuté: s'agit-il de spermaties, gamètes mâles non germinatifs ou de 

microconidies pouvant jouer le rôle de gamètes ou de spores asexuées ? 

Brierley (1918), Drayton (1932) et Grindle (1979) indiquent qu'un très 

faible pourcentage des spermaties du BoLtyLth  c.inenl?a germent. En outre, 

les spermaties de la plupart des souches sont totalement incapables de 

germer. Terui et Harada (1971) ont fait les mêmes constations avec 

Sdeno,tLnLa a d m o ~ o x u m .  

D'après ces auteurs, les spermaties germent dans l'eau ou dans les 

milieux nutritifs après 24 - 48 heures à une température de 17°C - 23°C ; 

elles grossissent puis émettent un petit tube germinatif qui se développe 

en mycélium portant un conidiophore de type polyactis. 



Du fait que certains de ces éléments dénommés "spermaties" par les 

auteurs précités sont capables de germer, nous pensons que le terme 

"microconidies" serait préférable. 

Au cours de notre travail nous avons essayé plusieurs fois d'obtenir la 

germination des microconidies provenant de plusieurs souches. 

Nous en avons prépare 4 suspensions pures et aseptiques, à partir des 

souches microconidiogenes S Il, S 14, B.C6, et S . A . S  56 suivant le procédé 

original décrit dans l'annexe "Matériel et Méthodes". 

Nous avons jugé souhaitable de vérifier si les spermaties qui se 

trouve-~t sur les structures génératrices d'ascogones, autrement-dit, les 

sclérotes, sont soumises à une stimulation de leur germination. Pour cela, 

nous avons choisi les 4 souches précédentes pour étudier la germination des 

spermaties qui, d'après nos résultats, paraissaient compatibles avec 

d'autres souches. 

Nous avons repiqué les spermaties sur plusieurs milieux : malt-agar 2 

%, malt liquide 2 % , grains de blé. Nous avons aussi utilisé la chambre 

(ou cellule) de VAN TIEGHEM pour observer la germination en microscopie 

photonique, toutes les 24 heures, à différentes températures: 4"C, 10°C, 

14"C, 18"C, et 24°C. A la lumière non plus qu' à l'obscurité, nous n'avons 

obtenu aucun développement mycélien à partir de ces spermaties. 

Posant pour hypothèse que les spermaties germent en présence des 

sclérotes et donnent un tube germinatif pour féconder la cellule 

ascogoniale, nous avons effectué plusieurs prélèvements dans tous les tubes 

de sclérotes donnant des apothécies. Les prélèvements furent effectués 

successivement aprés la spermatisation du sclérote puis toutes les 24 

heures jusqu'à la fin de la formation des apothécies. L'observation en 

microscopie photonique n'a révélé la présence d'aucune spermatie en 

germination. 



Enfin, ayant émis l'hypothèse que les spermties pouvaient germer sur 

la surface du sclérote après spermatisation, en utilisant la microscopie 

électronique à balayage, nous avons balayé la surface des sclérotes pris 3 

jours, 7 jours, 15 jours, 2 1  jours, 28 jours après le dépôt des spermaties. 

Nous avons trouvé un grande nombre de spermaties sur la surface des 

sclérotes mais pas une seule n'était en germination. 

Nos résultats confirment ceux de Massey (1928) sur SdmoLLt%La ghdLufi 

et les résultats de Drayton (1932, 1934) sur BoLtyofinia .&ck&ancr. et 

S d m o f i n i a  gladiofi. 

D'après les . résultats que nous venons d'annoncer, nous préférons 

utiliser le terme "spermatie" qui correspond mieux à ce type de 

comportement plutôt que celui de "microconidie". 



C H A P I T R E  II 

A B O U T I S S E M E N T  DU GAMETOPHYTE: 

La spermatie .  l'ascogone et 

l a  fécondation 





1.- ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE DU ROLE DES SPERMATIES 

Drayton (1934) a confirmé la nécessité de la spermatisation après qu'il 

eut obtenu la forme sexuée de S d m o L L n i a  g[aa%o&. Transférant les 

spermaties sur les primordia apothéciaux, il a appelé cette opération 

"spermatisationtt, et la considère comme nécessaire pour obtenir la phase 

dicaryotique. 

Drayton (1937), Groves et Drayton (1939), Bergquist et Lorbeer (1972) 

font la même constatation pour BoLtyu i inLa  convuPuta ,  B o L t y o i i n i a  

-&uck&ana, BoLtyoLLnLa hquamona. 

Par contre (Norton 1923; Bijorling 1951; Saito 1973; Kosasih et 

Willetts 1975b) ont constaté que la spermatisation n'était pas 

indispensable chez S d m o i i n i a  n d m o i i o & u m  et S d m o ; t i n i a  w o & o & u m  pour 

avoir la phase dicaryotique qui provient directement d'une hyphe 

végétative. 

Heuberger (1934) d'après ses études cytologiques sur S d m o i i n i a  

&tuc;tico[a, a noté que la phase dicaryotique résultait d'un échange 

nucléaire direct entre des hyphes végétatives. 

Holly (1974) a prétendu avoir obtenu la phase dicaryotique de 

S d m o L L n i a  W o & o a u m  par plasmogamie entre une spermatie et l'extrémité 

d'un mycélium végétatif. 

Kharbush (1927) a étudié l'évolution nucléaire chez BoLtyoLLnia 

6uck&ana et constaté que la présence des hyphes ascogeneç dans l'hyménium 

provenait d'une anastomose entre les hyphes qui forment le sous-hyménium. 

Ensuite elles forment les asques et les ascospores. Donc selon cet auteur 

la spermatisation n'est pas indispensable et les sclérotes sont capables de 

former les primordia apothéciaux sans spermatisation, comme dans les cas de 

S d m o r t i n i a  r ,dmo;tio&um et S d m o r t i n i a  hi&o&o&wn. Au cours de notre 



Tableau 11.1 : Effet sur la formation des apothécies d'une 
spermatisation par des spermaties, des conidies ou du 
mycélium 

Souches / 1 a 1 ;t;t 2" 2%': 39: 39:': 4" 4" 

S. = femelle (sclérotesj; S. = mâle (spermaties); 1': = microconidies 
(spermaties); 2': = conidies; 3': = mycélium; 4': = sans spermatisation; 
(If:*, 2**, 3"f: et 4**j = temps d'apparition des initiales apotheciales 
en semaines. 
f++t = presque 100 % de fécondation; 
tt = environ 50 % de fécondation 
O = pas d'apothécies . 



travail nous avons essayé de répondre à deux questions essentielles: 

1- Est ce que la spermatisation est indispensable pour la formation des 

apothécies ? A quel moment du cycle ce phénoméne se situe-t-il ? 

2- Quel est le rôle des spermaties dans le cycle ? 

II.- ESSAIS DE FECONDATION PAR DES SYSTEMES DIVERS 

1) Réalisation des croisements 

Pour répondre à ces deux questions nous avons utilisé le protocole 

suivant : 

Nous avons separé les spermaties, les conidies, et les mycéliums de 2 

souches monoascospores (souches mâles = S.A.S 56 et S.A.S 405) suivant le 

procédé original de préparation des suspensions de spermaties décrit dans 

l'annexe "Matériel et Méthodes". Nous avons ensuite choisi 7 souches 

monoascospores compatibles (souches femelles = sclérotes = S.A.S 56; S.A.S 

405; 5.5; S.8; S.17; S.18 et S.28) ensuite nous avons croisé les souches 

par des spermatisations effectuées selon le tableau 11.1. 

2) Résultats 

D'après le tableau 11.1 nous pouvons constater que nos résultats 

permettent d'établir deux ensembles : 

- Lots dans lesquels aucun développement d'apothécies n'est observé 

Dans les lots spermatisés par du mycélium végétatif et également 

dans les lots sans spermatisation, nous n'avons obtenu ni apothécies 

ni initiales apothéciales. Ceci confirme que le mycélium végétatif 

est incapable de féconder les cellules ascogoniales. La 

spermatisation est donc indispensable pour avoir le stade parfait de 

ce champignon. Nos souches ne sont donc pas homothalliques mais 



hétérothal1iques.Ces résultats confirment ceux de Faretra (1988); 

mais pas ceux de Kharbush (1927). Donc, la spermatisation est 

indispensable pour avoir la phase dicaryotique, indubitablement pour 

les souches homothalliques, mais sans doute également dans le cas de 

souches hétérothalliques. Cette phase ne se produit pas par 

anastomose entre hyphes végétatives ainsi que l'a indiqué Kharbush 

(1927). 

Nous avons déjà constaté que le mycélium végétatif était capable de 

produire des spermaties dans l'eau distillée, on peut donc penser 

que des hyphes utilisées pour les essais de spermatisation 

produisent d'abord des spermaties qui seraient fécondantes. Or nous 

n'avons obtenu aucunefécondation dans ces conditions. Les hyphes ne 

sont capables de produire des spermaties que si elles sont âgées (2 

à 3 mois). Cette observation conduit à se poser la question de la 

simultanéité de la présence dans un état fonctionnel des deux 

constituants de la fécondation et explique peut-ètre 

l'hétérothallisme observé. Egalement dans le quatrième lot 

(sclérotes dans l'eau distillke sans spermatisation), nous avons 

obtenu la production de spermaties en grand nombre, mais pas de 

développement d'apothécies. Ce fait confirme donc l'hétérothallisme 

des souches utilisées. 

- Apothécies développées 

a) Lots spermatisés par des spermaties : 

Dans les tubes spermatisés par des spermaties, le développement des 

apothécies commence à partir de la quatrième semaine et le 

pourcentage de production est proche de 100% . Donc, nous pouvons 
affirmer que la spermatisation est nécessaire au développement des 

apothécies. 



b) Lots spermatisés par des conidies 

Dans les lots spermatisés par des conidies, nous avons obtenu des 

germinations carpogéniques de sclérotes et ensuite des apothécies 

fertiles (après vérification par le microscope photonique en 

écrasant des apothécies sur une lame porte-objet) mais le 

pourcentage de formation était faible ( 50% ). 

Après plusieurs prélèvements effectués sur tous les tubes 

spermatisés par des conidies, nous avons constaté que lorsque des 

apothécies se développaient, les conidies avaient d'abord commencé 

par produire des spermaties. Lorsque cette production de spermaties 

n'a pa lieu, aucune apothécie ne se développe. La présence de la 

spermatie semble donc être indispensable pour conduire le 

développement des apothécies. Mais l'apparition des primordia 

apothéciaux est toujours tardive (pendant la sixième semaine). Ce 

retard correspond au temps nécessaire pour la production des 

spermaties. Cette constation confirne donc ce que nous avons affirmé 

dans le paragraphe précédent. 

Ces observations indiquent donc que : 

. Le développement des apothécies implique sans doute une 

fécondation préalable au sens strict du terme. 

. Les spermaties sont aptes à assurer cette fécondation 

directement après leur différenciation, au bout de quelques 

heures. 

. Les conidies sont incapables de participer directement à un 

processus de fécondation : elles sont capables de produire 

des spermaties qui assureront cette fécondation. 
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III.- SIGNIFICATION DE LA SPERMATISATION 

Les résultats de Kharbush (1927) nous ont conduits à essayer de 

savoir si les spermaties avaient un effet enzymatique ou un effet chimique 

qui conduit les sclérotes à former les stipes puis à développer la phase 

dicaryotique des apothécies. 

1) Protocole expérimental 

Pour réaliser ces essais nous avons utilisé la technique suivante. 

Nous avons choisi 3 souches monoascospores spermatiennes (souches mâles 

= S.A.S 56; S.14 et S l  et 2 souches monoascospores sclérotiales 

compatibles (souches femelles = S .A.S 405 et S. 181, puis nous avons croisé 

les 5 souches après avoir soumis les suspensions de spermaties à 4 

traitements différents. Ceci devrait nous permettre de comprendre si les 

spermaties ont un effet chimique ou enzymatique sur la carpogénèse: 

- spermatisation de sclérotes par des spermaties autoclavees à 0 , 5  

atmosphère pendant 10 minutes. 

- spermatisation de sclérotes par des spermaties traitées par les 

ultrasons qui déchirent la paroi cellulaire et nous permettent 

d'avoir les enzymes en bon état ainsi que le contenu cellulaire. 

Nous avons utilisé un générateur à ultrasons au maximum d'intensité 

pendant 3 minutes. 

- spermatisation des sclérotes par des spermaties traitées par le 

Triton X-100 qui nous permet d'extraire les enzymes. 

- spermatisation des sclérotes par du filtrat d'hyphes dans l'eau 

stérile suivant la méthode de Beauverie (1903). L'eau stérile 

présente en effst l'avantage de n'apporter aucun composé chimique 

autre que ceux provenant du champignon. 



- spermatisation des sclérotes par des spermaties n'ayant subi aucun 

traitement (tubes témoins). 

2) Résultats 

D'après le tableau 11.2 nous pouvons constater que : 

- La spermatisation effectuée par des spermaties autoclavées (le 

premier lot) nous a donné des résultats négatifs. Ces résultats a 

notre avis sont normaux car l'autoclavage tue les spermaties et 

détruit leurs enzymes. Les spermaties ainsi traitées n'ont pas 

stimulé la formation des primordia apothéciaux. 

- Le traitement des spermaties par du triton X-100 et également le 

traitement par les ultrasons (lot 2 et lot 3), nous ont donné des 

résultats négatifs. Nous n'avons pas non plus obtenu d'initiales 

apothéciales. On peut donc penser que la fécondation nécessite 

l'intégrité cellulaire de la spermatie. 

- La spermatisation effectuée par du filtrat d'hyphes donne également 

des résultats négatifs et nous n'avons pas obtenu de primordia 

apothéciens. Ces résultats nous confirment que toutes les enzymes qui 

sont synthetisées pendant le développement de Bo&YZ% cinettea et 

également pendant la production des conidies et des spermaties sont 

sans effet sur la carpogénèse et n'ont pas d'effet stimulant sur la 

formation des initiales apothéciales. 

- Les résultats positifs dans le cinquième lot nous montrent que la 

spermatisation est indispensable pour la fécondation des cellules 

ascogoniales. 

Donc nous pouvons dire que la spermatisation n'est ni une réaction 

enzymatique ni une réaction chimique mais c'est un acte biologique 

conduisant à la fusion de deux noyaux vivants et compatibles qui induit en 

conséquence la formation des initiales apothéciales et des apothécies. 



Tableau 11.2 : Effet de divers traitements appliqués aux 
spermaties sur la formation des apothécies. 

Souches / l* 2 * 3" 4* 5* 

l* = spermaties autoclavées; 2* = spermaties traitées par du triton-100; 
32 = spermaties traités par les ultrasons; 4* = filtrat d '  hyphes 
spematiennes se développant dans l'eau stérile; 5" = suspension de 
spermaties; S. = femelle (sclérotes); s .  = mâle (spermaties); 
O = pas d'apothécies; + = formation d'apothécies. 



1V.- DETERMINATION DU MOMENT DE LA FECONDATION 

ET DE SA LOCALISATION ANATOMIQUE 

Puisque la spernatisation est indispensable au développement des 

apothécies et que la fécondation ne peut, ainsi que nous l'avons montré, 

être assurée que par des spermaties, cette dernière correspond bien au 

gamète mâle. La fécondation implique la présence d'un organe femelle, 

ascogone des Ascomycotinés, que nous allons essayer de mettre en évidence. 

Si nous parvenons a déterminer à quel moment et à quel endroit a lieu 

la fécondation, nous pourrons localiser cet ascogone plus facilement. 

Sur BoLtyoLLnLa aquamona Lorbeer et Bergquist (1972) ont pu stimuler 

la formation des initiales apothéciales en traitant les sclérotes par des 

extraits cellulaires de souches compatibles. Mais, les stipes qui se 

développaient ne parvenaient pas au stade apothécie. 

Ces résultats conduisent à penser que la fécondation nécessaire à 

l'apparition du sporophyte, ne se produit qu'après la formation des 

initiales apothéciales, puisque de simples extraits cellulaires suffisent à 

stimuler cette dernière alors que la fécondation implique, par définition, 

la présence d'un noyau efficace. Pour vérifier si le processus était 

similaire chez f j a ; t r t y o f i ~ a  &uck&ana, nous avons effectué une étude de 

l'évolution des ébauches en utilisant le microscope à balayage, puis nous 

avons essayé de déterminer les conditions d'environnement qui étaient les 

plus favorables à l'induction du développement des apothécies. 

A - ETUDE MORPHOLOGIQUE DES EBAUCHES ET DE LEUR DEVELOPPEMENT 

En suivant les différents stades du développement des initiales 

apothéciales jusqu'à la formation des apothécies (planche 1, clichés 6, 7, 

8, 11 et 12); nous pouvons constater que les primordia ont un cortex 

extérieur qui se compose de cellules brunâtres très serrées dont la 



stucture s'oppose à la pénétration des spermaties et à fortiori des 

conidies. 

Même au début de la formation des apothécies nous avons constaté que 

les sommets des primordia étaient bien fermes par des hyphes un peu 

grosses. Ces sommets commencent a se gonfler progressivement pour former 

les disques apothéciens. Ce gonflement est bien suivi par la formation d'un 

orifice apical au sommet de l'apothécie. Cet "ostiole" est ferme par un 

voile membraneux très fin qui empêche la pénétration des spermaties et 

protégera plus tard les asques des changements de climat extérieur surtout 

des température élevées. En effet ce voile se déchire uniquement après la 

formation des apothecies pour permettre la libération des ascospores. Donc, 

la pénetration des spermaties ne se fait pas au niveau du disque 

apothécien. 

Tu (1982) a décrit la formation d'un voile membraneux sur la surface 

des apothécies de S d e t ~ a L . L n L a  a & a o ~ a t u u n : ,  mais dans ce cas-là, la 

formation de ce voile n'interfère pas avec la pénétration des spermaties 

puisque la phase dicaryotique se produit par anastomose entre hyphes 

végétatives et que la spermatisation n'est donc pas indispensable. Par 

contre dans le cas de B o L t y o ~ 5 n i a  &uchee iana i  où la spermatisation est 

indispensable pour avoir la phase dicaryotique, la formation d'un voile 

membraneux est une preuve de ce que la fécondation se produit avant la 

formation des primodia. Il semble donc que nous puissions affirmer que la 

fécondation ne se prcduit jamais après la formation des initiales 

apothéciales mais avant celle-ci. 



B - ETUDE DU SCLEROTE ET LOCALISATION DE L'ASCOGONE 

En étudiant la surface des sclérotes, nous avons constaté l'existence 

des cellules corticales détruites ou brisées et kgalement de petits espaces 

intercellulaires suffisantspour permettre la pénétration des spermaties. La 

fécondation pourrait avoir lieu à l'intérieur du sclérote. Kosasih et 

Willetts (1975a) ont d'ailleurs trouvé des spermaties à l'intérieur des 

sclérotes de %&mo;tinia ~ C h A o f i o ~ u m  

Les observations précédentes conduisent a penser que la fécondation 

chez Bo.tttyo-tinia Auchfiana se réalise au niveau du sclérote. C'est donc 

sans doute dans celui-ci que se trouve la cellule femelle. Nous avons donc, 

par une étude cytologique des sclérotes soumis à diverses conditions 

d'environnement, essayé de mettre les ascogones en évidence et de voir s'il 

s'agissait d'une structure gamétophyte simple ou d'un véritable ensemble 

gamét ique . 

1) LES SCLEROTES 

La formation des sclérotes du B o Z h y h  d n a c a  a été étudiée par 

Istvanffi (1905) sur un milieu naturel (la vigne); il a décrit quatre modes 

de formation des sclérotes : 

- A partir d'un petit peloton isolé d'hyphes fortement enroulées sur 

elles-mêmes (des petits sclérotes se forment uniquement). 

- A partir d'une palissade homogène et dense d'hyphes plus ou moins 

parallèles située sous la surface de l'hôte. 

- A partir d'une palissade homogène d'hyphes contenant une couche de 

pelotons, qui fusionnent par la suite.. 

- A partir d'une palissade d'hyphes qui contient plusieurs pelotons 

dispersés. 



F i g u r e  2 : 

A- S t r u c t u r e  d e s  s c l é r o t e s  : ce ,  c o r t e x  e x t e r n e ;  c i ,  c o r t e x  
i n t e r n e ;  md, médul le  dense;  m l ,  médul le  l â c h e .  

B- Coupe l o n g i t u d i n a l e  dans  un s c l é r o t e  du B u t i y t i n  wilcnea a v a n t  l a  
~ é r i o d e  de  condi t ionnement  a u  f r o i d  : c e ,  c o r t e x  e x t e r n e ;  c i ,  c o r t e x  
i n t e r n e ;  md, médul le  dense;  m l ,  médul le  l â c h e .  



D'après Townsend et Willetts (1954),ces divers types de formation 

représentent des stades tardifs. Chez le Bo;tny;tin a l e  sclérote se forme 

à partir d'une hyphe végétative qui s'allonge sous la surface du milieu en 

se ramifiant à son extrémité et produit, par dichotomies successives, un 

massif d'hyphes distinctes puis, après coalescence de ces dernières un 

tissu cohérent. Au terme de la croissance, un cortex composé d'hyphes à 

parois épaisses et colorées se différencie à la surface de cette structure 

en formation (Butler 1966). 

2) Structure des sclérotes. 

a) Sclérotes observés directement. 

La structure des sclérotes a déjà été bien étudiée chez différentes 

espéces du genre B o h y d  par De Bary (1884), Beauverie et Guilliermond 

( 1903), Istvanff i (1905), Reidemeister ( 1909), Townsend et Willetts (1954), 

Hennebert et Groves (1963), Willetts (1968 b et c et 1973 ), Hennebert 

(1973), Leal, Blanco et Gomez Miranda (1979), et Blullack, Willetts, 

Ashford (1980). 

D'après ces observations les sclérotes maturs se composent de deux 

parties différentes: le cortex et la médulle que nous avons également pu 

distinguer chez ~ ~ h y L h  cineltea* 

(1) Le cortex. (fig. 2A et 2~). 

le cortex se divise en deux parties. 

*) Le cortex externe. 

Cette couche est toujours mince, composée de deux à trois couches de 

cellules à section circulaire, trés serrées, à parois épaisses et noires du 

fait de l'accumulation de mélanine; cette dernière confère aux cellules 

superficielles une certaine solidité et un rôle de protection vis à vis des 

structures internes. 



Figure 3 : 

Stade (1) du développement des apothécies du Bo*nystinia ,$uch&ana : 
jeune ébauche . 

ce, cortex externe; md, médulle dense; a + c, carpocentre; a, cellules 
ascogoniales; C, cellules du plexus carpocentril. 



"2) Le cortex interne. 

Le cortex interne, situé sous le cortex externe, est un peu plus épais 

que la zone précédente, et se compose de trois à quatre couches de petites 

cellules rondes également trés serrées et sans espaces intercelullaires. 

( 2 )  La n é d u 7 7 ~ ,  

Elle constitue la partie centrale du sclérote. Elle se compose d'hyphes 

filamenteuses qui se développent dans toutes les directions et se 

répartissent en deux zones distinctes. 

9:) La médulle dense. 

Située immédiatement sous le cortex interne, elle se compose d'hyphes 

hyalines très longues ii cellules elles-mêmes allongées, serrées, et 

incluses dans une matière gélatineuse; les espaces intercelullaires sont 

peu visibles. 

f:?:) La médulle lâche. 

C'est une couche plus interne et beafxoup moins importante que la 

médulle dense. Elle est composée d'hyphes courtes à cellules également 

moins longues et entremêlées de façon plus lâche. 

Il faut préciser que, d'après nos observations qui confirment des 

observations antérieures, la taille des sclérotes est différente selon le 

milieu, la température et l'éclairement utilisés lors de leur production. 

Les proportions respectives des deux parties sont liées à la taille du 

sclérote. 

b) Sclérotes après un séjour de 1 mois à 0°C 

Induction de la formation de la cellule ascogoniale 

Lorsque les sclérotes ont séjourné pendant un mois à une température de 

O°C, on peut observer quelques modifications dans leur structure (f ig. 3). 

Il apparaît en effet au sein de leur médulle dense, ou parfois un peu moins 



Tableau 11.3. Différents traitements suivis par les sclérotes. 

- 

Traitements successifs. 
Essais 

O" C -10°C -20°C Spermatisat ion 

Lot 1 O O O + 

Lot 2 30 O O - 

Lot 3 3 O O O + 

Lot 4 O 30 O + 

Lot 5 O O 30 + 

Les chiffres correspondent au nombre de jours pendant lesquels 
les sclérotes ont été exposés à la température correspondante. 
+ = Spermatisationeffectuée 
- = Pas de spermatisation 



profondément, du côté de la face supérieure du sclérote, de petits massifs 

de cellules éosinophiles. Ceux-ci sont formés de filaments minces (c), 

étroitement enroulés en peloton autour d'une ou plusieurs cellules plus 

grosses, sans raison apparente. Ces cellules présentent tout à fait le 

caractère classique des cellules ascogoniales (Fayret,1975). Il n'a hélas 

pas été possible d'observer le trichogyne qui normalement surmonte les 

ascogones. Nous pouvons néanmoins affirmer que la cellule femelle 

fécondable se trouve bien dans le sclérote et que c'est donc au sein de ce 

dernier que le sporophyte prendra naissance. 

Ces résultats montrent en outre qu'un conditionnement par le froid est 

nécessaire à la différenciation des cellules ascogoniales à l'intérieur du 

sclérote. 

3) Effets du froid plus intense sur la structure interne des sclérotes 

Nos études sur l'effet des basses températures sur le pourcentage de 

carpogenèse montrent que le séjour des sclérotes pendant 1 mois à des 

températures basses ( -  10°C et - 20"~) a un effet défavorable par rapport à 

des sclérotes qui ont été conservés pendant 1 mois à 0°C. Nous avons voulu 

en connaître les raisons et essayer de voir si les basses températures 

induisaient des changements dans la structure interne des sclérotes. 

a) Protocole expérimental. 

Pour effectuer ces essais, nous avons fixé des sclérotes, provenant de 

5 lots différents, tous les 7 jours. Ces sclérotes ont été traités par le 

froid puis spermatisés et ensuite portés à 12°C selon les modalités 

reportées dans le tableau (11.3). Enfin nous avons effectué des coupes en 

utilisant la technique décrite dans l'annexe "Matériel et méthodes" pour 

repérer et compter les ébauches apothéciales qui se forment dans les 

sclérotes. 



b )  Résultats. 

L'étude cytologique que nous avons effectuée montre que l'abaissement 

de la température à moins deO°C provoque certains changements dans la 

structure interne des sclérotes. Ceux-ci sont probablement en partie 

responsables du retard observé pour la formation des ébauches apothéciales 

et leur évolution, et également de la diminution du pourcentage de 

carpogenèse. 

Deux étapes dans les changements de structure liés à la température 

utilisée ont été observées. 

- Première étape (planche 3, photo 9) 

Sclérotes incubés à -10°C pendant 1 mois: la couche corticale 

supérieure conserve sa structure mais devient plus épaisse tandis que 

la couche médullaire s'amincit, la médulle lâche disparaissant et 

laissant place à une couche de cellules vides, mortes. 

- Deuxième étape. (planche 3, photo 8) 

Dans les sclérotes incubés à -20°C pendant 1 mois, la couche 

médullaire est encore plus mince, prenant une forme hémisphérique au 

centre du sclérote et laissant les bords presque vides d'hyphes. 

Ensuite se constitue une nouvelle couche corticale inférieure, à la 

limite de la couche de cellules mortes dérivées de la médulle lâche. 

c) Conclusion. 

D'après ces résultats nous pouvons établir que l'exposition prolongée 

des sclérotes à des températures inférieures à 0°C provoque certains 

changements dans leur structure interne et entraîne ensuite une diminution 

de leur taux de carpogenèse. 



V.- CONCLUSION 

D'après tous ces résultats nous pouvons constater que : 

- La spermatisation est indispensable pour obtenir le stade parfait de 

Bo;ttLgvLLtUa ,$uck&ana que les souches soient homothalliques ou 

hétérothalliques. 

- Les conidies ne sont pas capables de féconder les cellules 

ascogoniales directement mais elles doivent d'abord produire des 

spermaties par l'intermédiaire desquelles elles pourront féconder. 

Les spermaties formées directement sont capables de féconder les 

ascogones. 

- La spermatisation de Bo;ttLyo;tiCa ,$uck&ana n'est ni une réaction 

enzymatique ni chimique, c'est un acte biologique aboutissant à la 

fusion de deux noyaux vivants et compatibles, qui donne ensuite la 

phase 2N. 

- Nous avons mis en évidence la présence de la cellule ascogoniale au 

sein du sclérote. Un séjour du sclérote à une température de 0°C 

induit l'individualisation de la cellule ascogoniale. 





CHAPITRE III 

LE SPOROPHYTE ET S O N  

ENVIRONNEMENT = 
Carpogenèse et développement 

de l'apothécie 





Dans le chapitre précédent, nous avons vu que le sporophyte prenait 

naissance dans le sclérote après la fécondation. Ce sporophyte va donner 

les asques dont l'apothécie est le support. Nous allons donc étudier le 

développement de ces apothécies. 

1.- CHOIX DU MOMENT DE LA SPERMATISATION 

Il nous a semblé que le moment auquel la spermatisation était effectuée 

pouvait améliorer la production des apothécies. 

Nous avons donc apporté quelques modifications au protocole 

expérimental décrit dans le chapitre 1 de la première partie 

(spermatisation des sclérotes ayant séjourné 1 mois à 0°C. Cette 

spermatisation est effective avec une suspension de spermaties provenant 

d'une culture spermatienne pure. 

A - Protocole expérimental 

La spermatisation est effectuée après la maturation des sclérotes (2 

semaines à 18°C et 3 semaines à 14°C après le repiquage des souches) et 

avant la période d'exposition au froid. Dans cette méthode nous avons placé 

des sclérotes après leur maturation directement dans des tubes 25 x 200 xnm 

(tubes à rebord intérieur). Dans chaque tube nous avons mis 10 ml de 

suspension spermatienne et 10 sclérotes. Ensuite nous avons conservé les 

tubes à 0°C pendant 1 mois à l'obscurité. Enfin, nous avons transféré les 

tubes à 14°C à la lumière (12 h.de lumière 124 h). 



Tableau 11.4 : Sclérotes spermatisés après la période de 
maturation et avant de période de 0°C. 

1 
Essais / 1" 2" 

19: = Temps moyen d'apparition des initiales (en jours). 
29: = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote 

Tableau TI.5,Sclérotes spermatisés après la période a 0°C 

r 
Essais 1 1.: 

19: = Temps moyen d'apparition des initiales (en jours). 
2* = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
Remarque Nous avons utilisé 50 sclérotes dans chaque 
essai, de taille comprise entre 0,5 et 0,7 cm. 



B - Résultats 

D'après les tableaux 11.4 et 11.5, nous pouvons constater que la 

spermatisation effectuée directement après la maturation des sclérotes 

accélère la formation des stipes et augmente aussi légèrement le nombre 

d'apothécies par sclérote. 

Ces résultats expliquent pourquoi nous avons choisi d'effectuer la 

spermatisation avant le conditionnement des sclérotes à 0°C. Le contact 

précoce entre les spermaties et les cellules ascogoniales permet 

d'accélérer la formation des initiales. Nous pensons aussi que le transfert 

des sclérotes dans l'eau pendant un mois permet d'amollir leur cortex 

externe, ce qui en facilite la traversée par les initiales apothéciales. 

Le séjour des spermaties pendant un mois à 0°C n'a aucun effet défavorable 

sur l'activité des spermaties, leur viabilité et leur capacité à féconder 

les cellules ascogoniales. 

C - DEFINITION DE LA METHODE DE PRODUCTION DES APOTHECIES 

Nous utiliserons donc le protocole suivant pour la production des 

apothécies: 

- Spermatisation des sclérotes maturs par une suspension pure de 

spermaties . 
- Séjour des sclérotes spermatisés à 0°C pendant 30 jours. 

- Incubation de ces sclérotes à 14°C en conditions d'éclairement 

alterné (12h de lumière/24h). 



II.- ETUDE CYTOLOGIQUE DES APOTHECIES 

A - RAPPEL SUR LES TYPES APOTHECIENS 

Il nous semble utile de rappeler la définition des différents types 

d'apothécies chez les Discomycètes tels qu'ils sont définis par Chadefaud 

( 1982). Dénommées "discocarpes" les apothécies sont les fructifications à 

asques des Dhcomyc&ten, lesquels forment un groupe complexe et 

polyphylétique. Ces fructifications sont largement ouvertes à maturité, 

sauf toutefois chez les TubetLden. 

Boudier (1907) a utilisé les caractères des asques comme base de 

classification des D&comyc&ten. On distingue les D&comyc&ta ~ p e n c d & ,  

dont les asques s'ouvrent par l'intermédiaire d'un opercule apical, et les 

D&comyc&tu Inopwcd& chez lesquels ils s'ouvrent, en principe par un 

pore apical. 

Chadefaud (1960) a utilisé les types de développement des discocarpes, 

comme base de classification pour les D&cornyci?.ta. On distingue les 

D h c o a h o ~ e m ,  dont la paroi dérive directement du gynocarpe et est 

stromatoïde et les D&cupocfiem, chez lesquels au contraire 1' hyménium est 

porté par un discopode (terme créé par Corner en 1930), dérivé du 

gynocarpe. 

Bellemère (1968) a établi que la nature ontogénique de la cupule 

fertile permettait de mieux définir les types apothéciaux des lnopmcd&. 

Celle-ci reflète dans une large mesure, l'ontogénie de l'apothécie toute 

entière car elle est largement en rapport avec la nature des filaments 

interascaux. Il a distingué 2 types d'apothécies : 

Les apothécies Discostromiennes : l'apothécie ne comporte aucune 

ébauche d'appareil parathécial. Elles peuvent être en effet : 



- Stromatiques : si le stroma lui-même forme tout ou partie de la 

cupule. 

- Pseudodiscopodiennes : si c'est seulement une excroissance du stroma 

qui participe à la formation de la cupule. Dans ce cas l'apothécie 

est stipitée et son pédicelle stromatique est un pseudodiscopode. 

- Conceptaculaire : lorsque les éléments stromatiques de la cupule se 

réduisent à un conceptacle. 

Les apothécies discostromiennes se divisent en deux groupes : 

a) Le type Discostromien : il peut être subdivisé en : 

A )  Lenticulaires : l'ébauche apothéciale est caractérisée par sa forme 

lenticulaire et aussi par l'importance et la prédominance de sa 

croissance marginale. 

*$:) Non-Lenticulaires : la croissance marginale de l'ébauche apothéciale 

a perdu une partie de son importance et par suite cette ébauche ne 

prend plus aussi nettement la forme d'une lentille; son carpocentre 

tend à demeurer plus ou moins globuleux. 

b) Les types Discostromiens évolués : ces types sont évolués car tous 

sont pourvus de paraphyses vraies et sont des Non-Lenticulaires. De 

plus, ils présentent une ébauche d'appareil parathécial plus ou moins 

rudimentaire. Selon l'importance de ce dernier on peut distinguer les 

types Pté-pma;thEcien; P t u t u  -pmu-thtcien et Sub-pmuthécien. 

Les apothécies Parathéciennes : leur cupule est formée uniquement par 

l'appareil parathécial. Par suite aucune d'entre elles n'est du type 

stromatique. On peut distinguer 3 types [fig. 4A) : 

a) Le type Lécanorien : il est caractérisé par une grande abondance de 

paraphyses primaires, un développement relativement réduit du 

manchon parathécioïde qui ne constitue pas un stipe et aussi par un 

parathécium assez court. 



Figure 4 : 
A- Types fondamentaux de discocarpes (schémas) : g,gynocarpe; 

dp, discocarpe discopodien; dl, discocarpe lenticulaire; dpt, discocarpe 
parathécien; st, stipe. 

B, C, D- Évolution des discocarpes chez les Discopodiens cupulés 
stipités : Ca, carpocentre; CO, conceptacle; mp, manchon parathécial; f, 
faisceau d'hyphes épicentraies; at, amphithéci-m; pi, palissade 
endostromatique; p, paraphyses; ht, hypothécium; shd, sous-hyménium dense; 
shl, sous-hyménium lâche; cp, cortex pleuridioïde; a, colonne axiale; asp, 
colonnette centrale d'hyphes asco-sporophytiques (disparus); asg, situation 
de l'ascogone (disparu); ast, ascostroma; st, stroma.(d'après CHADEFAUD, 
1982). 



b) Le type Subdiscopodien : il est caractérisé par des paraphyses 

primaires nombreuses, mais où le manchon parathécioïde bien 

développé et dressé participe à la constitution du stipe de 

1' apothécie. 

c) Le type Discopodien : il est caractérisé par un appareil parathécial 

développé formant la cupule d'un discopode dont le stipe, plus ou 

moins important, est constitué par le manchon parathécioïde et le 

podium hypocentral. Les paraphyses parathéciales sont nombreuses et 

les paraphyses primaires moins abondantes que dans les types 

Lécanorien ou Subdiscopodien. 

La jeune ébauche ne comporte qu'un carpocentre et un conceptacle (ou 

stroma) qui en tient lieu, la texture du conceptacle stromatique est 

généralement homogène; c'est d'ordinaire un paraplectenchyme dont les 

cellules ont des parois épaisses et pigmentées. Le carpocentre se subdivise 

en deux complexes superposés : 

2) Le complexe inférieur dans lequel se rassemble 1' appareil 

sporophytique. 

**) Le complexe supérieur de nature paraphysoïde et d' importance 

variable. 

Le développement du carpocentre conduit à la formation d'un complexe 

paraphysoïde aux dépens de la partie supérieure. La formation de la cavité 

apothéciale résulte de la rupture des filaments du carpocentre au voisinage 

de la face inférieure du toit du conceptacle. Enfin des paraphyses 

carpocentrales sont engendrées par la partie inférieure du carpocentre; ces 

paraphyses ne se forment pas dans les Discostromiens lenticulaires. 

Les formations secondaires comprennent d'abord le manchon parathécioïde 

et le revêtement amphithécioïde, ensuite l'appareil parathécial et ses 

annexes. Peu ou pas développées chez les Discostromiens, un peu mieux 



représentées chez les Pseudiscopodiens, elles prennent toute leur 

importance chez les Dhcupodie~n où elles constituent 1' essentiel du 

discopode. Le manchon parathécioïde apparait dans la région de contact 

entre le carpocentre et le conceptacle et pendant son apparition les 

cellules de la face externe du flanc du conceptacle s'allongent et se 

disposent en files contiguës. Orientées vers le haut et l'extérieur, elles 

forment ainsi le revêtement amphithécioïde qui se développe 

progressivement. L'appareil parathécial peut se réduire à une couronne 

parathéciale ou bien comporter un parathécium, ou manchon parathécial et 

ses dépendances. Quand ce dernier est très développé, il constitue 

l'essentiel du discopode des D&copockem qui peut être plus ou moins 

longuement stipité. 

L'apothécie du Bo;DtyoxZGa &uck&ana se rattache morphologiquement au 

type Ohcapodien Cu)3(.de - stipité. Il s'agit d'un discopode au sens de 

Chadefaud (1960 et 1982) et Bellemère (1968). 

Les études ontogéniques concernant la formation des apothécies des 

SdwofiniacEa ne sont pas nombreuses: Mattirolo (1882) sur S. 

ddeituxZot~um, Hennebert et Groves (1963) sur B. c&hae, B. &cwUuhium et 

B. &anuncfi, Saito (1973) sur S. d&aoLbhum et Kosasih et Willetts 

(1975a) sur S. ddaufio&um. 

- Mattirolo (1882) a bien étudié la formation des apothécies de S. 

ddeitoxZot~um. Chez cette espèce, le réceptacle stromatique est un sclérote. 

Les carpocentres se forment sous le cortex de celui-ci, donc en position 

inférieure (fig. 4B) ;  ils sont globuleux et pourvus d'une enveloppe 

péricentrale rudimentaire. Chacun d'eux est entouré d'une palissade 

endostromatique incluse entre la moelle du sclérote et son cortex. Les 

cellules de la moelle développent d'abord une masse prosoplectenchymateuse 

sphérique, dont la partie interne devient le carpocentre, tandis que la 



couche périphérique forme l'enveloppe péricentrale (fig. 4 C ) .  Par la suite, 

chaque carpocentre se comporte à la façon d'un appareil paraphysogène. Son 

sommet, sur lequel l'enveloppe demeure fermée, engendre en effet un 

faisceau d'hyphes épicentrales. Soit l'enveloppe elle même, soit à travers 

celle-ci, la partie sous-jacente du carpocentre génère des hyphes d'un 

manchon parathécial garni d'un revêtement amphithécial; ce manchon prend la 

forme ogivale d'un obus (fig. 4D). Le développement du manchon et de la 

palissade endostromatique a pour effet de soulever puis crever le cortex du 

sclérote et c'est à l'extérieur de celui-ci que se poursuit alors le 

développement de l'apothécie. 

Au cours de ce développement le manchon parathécial à cavité 

pratiquement nulle, se développe en stipe cylindrique, puis son sommet 

s'évase et prend la forme d'une cupule; il donne ainsi naissance à un 

discopode stipité et cupulé. Extérieurement ce discopode est entièrement 

recouvert par le revêtement amphithécioïde. Intérieurement, la cupule est 

garnie d'un hyménium. 

- Les asques permettent de distinguer, parmi les Discomycètes, cinq 

groupes principaux, dont l'un correspond aux "Operculés", les quatre autres 

aux "Inoperculés" : Lecanoriens (archaeascées), Hélotiens (annellascés 

typiques), Leotiens (annellascés hémi-operculés), Pezizéens (annellascés 

operculés), Caliciens (de type aberrant) (Chadefaud 1960). 

Ba;trtyoLhLa 6uck&ana se rattache au groupe des Héliotiens et à 

l'ordre des Hélotiales. Leurs asques sont cylindriques et généralement 

pourvus d'un anneau apical amyloïde et souvent d'une coiffe présentant dans 

certains genres des variantes, les uns encore annellascés, les autres 

frustes. 



Figure 5 : 

Stade ( 2 )  du développement des apothécies du BoLtqotiriia &uck&ana : 
croissance du carpocentre . 

ce, cortex externe; a, cellules ascogoniales; c, cellules du plexus 
carpocentral; t, portions d'hnhes ressemblant à un trichogyne; md, médulle 
dense. 



B - DEVELOPPEMENT ET STRUCTURE DES APOTHECIES DU Bo;trtyufinia .&uck&ana 

Plusieurs stades du développement des apothécies ont été observés; nous 

les décrirons successivement selon l'ordre chronologique. 

Stade 1 (Fig. 3 et photo 1 de la planche 2) 

Ce stade correspond au moment de la fécondation. Il a été décrit dans 

le chapitre II et défini comme la cellule ascogoniale. Les relations de ces 

cellules avec celles du peloton n'ont pu être précisées, ni dans l'espace, 

ni dans le temps, de sorte que le type du primordium n'a pu être identifié. 

Le développement ne se poursuit qu'après la spermatisation et le transfert 

des sclérotes à 12°C. 

Stade 2 (Fig. 5 et photo 2 de la planche 2) 

A ce stade l'ébauche apothéciale est plus volumineuse (d'un diamètre 
* "  

e 

allant jusqu'à 250 vm), de forme sphérique ou sub-sphérique; la croissance 

s'affiche principalement vers la face supérieure du sclérote, dans la 

médulle dense et le cortex. L'ébauche se compose de deux types de cellules, 

toujours fortement éosinophiles, dont l'ensemble représente un carpocentre. 

a) Cellules ascogoniales (a), plus nombreuses et formant un 

système de filaments ramifiés; 

b) Cellules du plexus carpocentral (c), toujours minces, 

entremêlées avec les cellules ascogoniales; l'enroulement 

initial en peloton se perd progressivement. Les hyphes situées 

en périphérie sont directement en relation avec le sclérote, 

elles ne forment pas d'enveloppe péricentrale, autour du 

carpocentre. 

Dans plusieurs cas, sont visibles des portions d'hyphes 

éosinophiles (t) dépassant le carpocentre et dirigées vers le 



Figure 6 : 

Stade O) du développement des apothécies du Rc*L~jcti)lca buckee*a~ia : 
initiation du parathécium . 

ce, cortex externe; pe, palissade des filaments épicentraux; Ca, 
carpocentre; md, médulle dense. 



cortex, à la façon de trichogynes. Mais aucune d'elles n'a pu 

être observée traversant le cortex pour saillir à la surface du 

sclérote, conme c'est le cas pour des trichogynes fonctionnels 

assurant la réception des spermaties (fig. 6). Ainsi, bien que 

les spermaties soient indispensables pour l'induction des 

apothécies sur le sclérote, elles n'ont pas forcément un rôle 

fécondant direct par l'intermédiaire de trichogynes. 

Stade 3 (Fig. 6 et photo 3 de la planche 2) 

A ce stade, l'ébauche apothéciale se compose de deux parties nettement 

distinctes: le carpocentre, dont le volume et la structure sont 

pratiquement inchangés, et, au-dessus, une palissade de filaments 

épicentraux (pe). Cette palissade se superpose au carpocentre sans zone de 

jonction bien différenciée par rapport au reste du sclérote. Sa formation 

entraîne le soulèvement du cortex, qui dessine alors un léger dôme, puis se 

rompt lorsque la poussée interne s'accroît. Ce stade d'évolution est 

visible en microscopie électronique à balayage (cliché 10 de la planche 1) 

où l'on note la présence de larges filaments superficiels de nature 

indéterminée. 

La nature de la palissade épicentrale n'est pas clairement 

identifiable, car elle n'est pas un élément habituel du développement d'une 

ébauche apothéciale. D'après la suite du développement, il pourrait s'agir 

des premières formations secondaires, qui constitueraient ultérieurement 

l'ensemble du stipe. Habituellement initiées sous forme d'une couronne et 

d ' un manchon parathécial, les formations secondaires du 8. &uck&ana 

prendraient initialement la forme d'un coussinet épicentral. 

Stade 4 (Fig. 7 et photo 4 de la planche 2) 

L'ébauche forme un dôme sub-cylindrique proéminent. A la base le 

carpocentre tend à se réduire tandis que les filaments épicentraux 



Cab- 

Figure 7 : 

Stade (4) du développement des apothécies du Bo.tnyu.tirtia &uck&ana : 
initiation de la colonne axiale . 

cas, carpocentre secondaire; cab, carpocentre basal; pa, parathécium; 
mp, manchon pleuridioïde; am, amphithécium. 



s'allongent et se disposent en une colonnette qui s'individualise de plus 

en plus nettement à la surface du sclérote (clichés 7, 8, 9, 11 et 12 de 

la planche 1). 

Dans l'ébauche figurée, la colonnette est essentiellement constituée de 

files parallèles de cellules, dont les extrémités sont incurvées vers 

l'extérieur, tout au long de la colonnette. Cette disposition est celle 

d'un appareil parathécial avec le manchon (pa), les hyphes amphithéciales 

(am) et la couronne sommitale. Cette dernière n'est pas visible sur la 

coupe mais apparaît sur les clichés réalisés en microscopie électronique à 

balayage où l'on observe les hyphes superficielles convergeant vers le 

sonmet aplati de la colonnette et réunies entre elles par un voile, 

probablement muqueux. 

Dans la partie axiale de la colonnette, est visible sur la coupe un 

ensemble de cellules fertiles de forme ogivale, en rapport avec le 

carpocentre basal (cab). Il se produip ainsi une invasion des formations 

secondaires en développement par des éléments fertiles qui constituent un 

carpocentre secondaire (cas)(=deutérocentre, selon CHADEFAUD, 1965). 

Stade 5 (photo 5 de la planche 2 et clichés 5, 6 et 14 de la planche 1) 

A ce stade la colonnette atteint sa longueur définitive, se renfle 

progressivement à son extrémité et s'organise en une apothécie stipitée. 

Lorsque le sommet de la colonnette commence à se renfler (photo 5 de la 

planche 2), il présente une dépression plus marquée qu'au stade précédent, 

avec un voile plus étendu et plus épais. Par la suite, le renflement 

s'accentue puis il s'ouvre à son sommet selon un pore circulaire bordé par 

les hyphes de la couronne parathéciale. Cette couronne est ensuite 

repoussée au cours du développement radial du disque hyménial et constitue 

finalement le rebord apothécial. La surface hyméniale est revêtue par le 

voile, bien visible en microscopie électronique à balayage qui se résorbe 



Figure 8 : 

Stade ( 6 )  du développement des apothécies du B o * n y o G ~ a  &uck&ana : 
marge a'une apothécie adulte. 

P. ~ a r a ~ h ~ s e s ;  as, asques; ass, ascospores; jas, jewie asque; cp, 
cortex pleuridioïde; shd, sous-hyménium dense; shl, sous-hyménium lâche; 
pa, parathécium. 



pendant la maturation de l'apothécie. 

Stade 6 L'apothécie adulte (Fig.8 et 9) 

La figure (9) représente, en coupe longitudinale axiale, une apothécie 

adulte. Son stipe est formé des filaments parallèles du manchon parathécial 

et entouré d'un revêtement amphithécial dont les filaments, courts, soudés 

les uns aux autres, forment un "cortex" paraplectenchymateux. Vers le haut, 

le manchon s'évase et forme la partie externe de la cupule apothéciale, 

dont le centre est occupé par une "médulle" à texture prosenchymateuse 

lâche. L'hyménium qui tapisse la cupule est composé de paraphyses 

cylindriques étroites pluricellulaires et d'asques, à divers stades de 

développement; le sous-hyménium est mince. Les asques mûrs contiennent huit 

ascospores unicellulaires; des ascospores libérées par suite de la 

déhiscence des asques sont visibles à la surface de l'hyménium. La marge de 

l'apothécie est très mince, formée par le sommet du manchon et son 

revêtement amphithécial, constitué à ce niveau d'hyphes distinctes. 

* '  

ç-  LES ASQUES. (photo 7 de la planche 3 et photo 11 de la planche 4) 

Le jeune asque (fig.lO) formé à l'extrémité d'une hyphe ascogène à anse 

latérale présente une forme cylindrique qu'il conserve au cours de la phase 

de développement qui suit sa formation (fig.lOa); il présente alors un 

contenu homogène, granuleux et une paroi d'épaisseur régulière. Ensuite, 

l'asque s'élargit (fig. lob) un peu plus fortement dans sa partie 

sommitale, qui forme une appareil apical; cet apareil est relativement 

volumineux chez le jeune asque puis régresse fortement et rapidement, et 

contient un seul anneau amyloïde. 

Plus tard, les ascospores se différencient, au nombre de huit dans 

chaque asque (fig. 10c) et elles se répartissent dans l'asque. 

Corrélativement la partie sporogène de l'asque se dilate de sorte que 
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celui-ci présente de nouveau à ce stade une forme cylindrique (longueur 

10.5-16.5 Pm; diamètre 4.5-8.5 pm), les ascospores (planche 1, cliché 2) 

sont elliptiques-fusiformes, hyalines, mesurant environ ( 110 p x 6.5 pm), 

unicellulaires et devenant parfois bicellulaires avant la germination. Les 

ascospores mûres sont multinuclées f ig . 10d). Les paraphyses qui 

accompagnent les asques dans 1 ' hyménium ( f ig . 10e) sont filiformes, non 
ramifiées et légèrement renflées au sommet. 

D - DISCUSSION 
Les observations que nous venons de rapporter montrent que le 

développement apothécial d ~ B . , $ ~ ~ k ~ n a  se déroule globalement comme celui 

des autres espèces du même genre: l'ébauche commence à se différencier à 

l'intérieur du sclérote puis se développe à l'extérieur sous forme d'une 

colonnette cylindrique, qui s'allonge et se transforme finalement en une 

apothécie cupulée-stipitée. 

En comparant l'organisation des différents stades, il apparaît 

toutefois que le stade 3 que nous décrivons, montrant l'origine du stipe, 

n'a jamais été observé. A un stade un peu plus avancé une figure très 

l intéressante est donnée par MATTIROLO (1882) pour le 1 SdmoLln&z 
1 

1 

h&cX0~0&Um : il s'agit d'une ébauche en forme de courte colonnette, 

composée (comme celle du stade 4) d'un carpocentre et d'une formation 

épicentrale superposée. Le carpocentre est partiellement entouré d'une 

enveloppe et la formation épicentrale est composée de deux parties 

emboîtées : 

(i) une partie externe, creuse à la base et percée axialement d'un 

canal, formée d'hyphes convergentes que CHADEFAUD (1965) 

interprète comme une formation parathéciale; elle produit 

ultérieurement le stipe de l'apothécie (=discopode sensu CHADEFAUD 



Figure 10 : 
Asques, ascospores et paraphyses : 

- a, b et c = Trois stades différents du développement des asques. 

- d = Ascospores unicellulaires et bicellulaires. 

- e = Paraphyses . 



et BELLEMERE ) ; 

(ii) une partie interne, de faible volume, englobée dans la base de la 

précédente et formée de filaments dressés; elle produira 

ultérieurement, selon un processus qui n'a pas été observé, 

l'ensemble de l'hyménium. D'après nos observations, tous les 

filaments épicentraux sont équivalents (cf .stades 3 et 4 1 ,  le 

manchon parathécial ne se creuse pas d'un canal et c'est 

secondairement qu'il est envahi, dans sa partie axiale, par les 

éléments des carpocentres secondaires. 

Le cas du ~dettofinh .g&adi~fi, étudié par DRAYTON (1932) est 

sensiblement différent. Chez cette espèce, en effet, les sclérotes sont 

apparemment inaptes à produire des apothécies. Il existe par contre des 

stromas qui se développent en culture ou sur les graines de plantes et 

produisent, indépendamment de toute spermatisation, des colonnettes 

appelées "corps récepteurs", qui peuvent se transformer en apothécies après 

spermatisation compatible. Pour cela, un complexe ascogonial se développe 

dans la partie centrale du corps récepteur (et non dans le stroma ou le 

sclérote); il est formé de vésicules plurinuclées qui produisent des hyphes 

ascogènes à noyaux appariés. Le sommet, légèrement déprimé, du corps 

récepteur, est formé d'une couronne de filaments infléchis vers 

l'intérieur, que l'on peut homologuer à une formation parathéciale. 

Ainsi chez les divers Sdaoa%Iia étudiés, l'appareil parathécial 

présente un développement important et précoce (dont l'origine exacte reste 

à déterminer). Cette double particularité de l'appareil parathécial est, 

selon BELLEMERE (1967) qui a étudié de nombreux Discomycètes Inoperculés, 

caractéristique des apothécies discopodiennes à long stipe (notamment le 

Cy&kc&a cox.on&a) qui se touvent ainsi former un ensemble homogène bien 

défini . 



En ce qui concerne l'organisation de l'apothécie elle-même, rappelons 

que le voile membraneux qui recouvre l'hyménium au cours de son 

développement a également été observé par TU ( 1 9 8 2 )  qui lui attribue chez 

S d m o t i n i a  a&aotiokwn, un rôle de protection des asques contre la perte 

d'humidité avant la libération des ascospores. Par ailleurs, l'organisation 

de la marge apothéciale qui, selon HENNEBERT et GROVES ( 1 9 6 3 )  contribue à 

caractériser les diverses espèces, rapproche le B .~uch&ana des 

B . ~anunc& et B .  c&hae. 

III. - ETUDE PHYSIOLOGIQUE DE LA CARPOGENESE 

A - INFLUENCE DE LA TEMPERATURE. 

1 )  Effets des basses températures sur la formation des ébauches 

apothéciales 

Comme BoLtytiYLia ~uch&ana la plupart des espèces de la famille des 

S d m o L L n i a c l a  ( S .sdmoLLokum, S .aquamosa, S .  g lad io f i ,  S .  nmc ina i  e;t 

S.convolu;ta) ont besoin d'une période de conditionnement au froid afin que 

leurs sclérotes puissent développer la forme sexuée. Mais la durée de cette 

période ainsi que la température sont différentes d'une espèce à l'autre et 

même d'une souche à l'autre. Faretra ( 1 9 8 8 )  avait certaines souches de 

B o L + L ~ L L A  L n m e a  qui donnaient la forme parfaite sans aucun traitement à 

basse température et d'autres qui ne donnaient cette forme qu'après un long 

séjour au froid. 

Drayton (1934 et 1937)  et Groves et Drayton ( 1 9 3 9 )  ont confirmé la 

nécessité de conditionner les sclérotes de B . c j & ~ , ~ ~ % f i ,  B.convo&u;ta et B .  

c inmea  par une période de froid et ils ont choisi une gamme de 

températures pour les traiter: 



Période (a) 30 jours à 0°C. 

Période (b) 15 jours à 5°C. 

Période (c) 15 jours à 15°C. 

Saito (1977) a testé l'effet des basses températures (4°C à sec; 4°C 

avec de l'eau; -10°C et -20°C) pendant 1 mois, il a aussi utilisé des 

sclérotes produits à 15°C sans traitement au froid. Il a trouvé que le 

traitement des sclérotes à 4°C avec de l'eau stimulait la carpogenèse. Par 

contre un traitement des sclérotes à 4°C ou à 15°C à sec n'a aucun effet, 

ni stimulant, ni inhibiteur sur la formation des apothécies. Enfin, les 

températures très basses (-10°C et -20"~) ont un effet inhibiteur sur la 

production des apothécies. 

Faretra (1988) a utilisé la même méthode que Drayton, mais il a trouvé 

que les deux périodes (b) et (c) (schéma 2) n'avaient pas d'effet sensible 

sur le pourcentage 'de carpogenèse. Par contre la période (a) est 

indispensable à la germination des sclérotes. En conséquence il a modifié 

la méthode de Drayton en utilisant la période (a) uniquement. 

Le rôle important de la période induction dans le cycle de ces 

champignons nous a conduits à étudier de manière approfondie son effet sur 

la formation des ebauches apothéciales. 

a) Protocole expérimental 

Pour effectuer ces essais nous avons choisi des sclérotes produits 

sur malt-agar 2% à 1a0C, âgés de 15 jours et de même taille 0,5 cm. 

Nous les avons traités par le froid puis spermatisés et portés à 12"c 
.. 

selon les modalités reportées dans le tableau 11.3. 

b) Résultats. 

Les deux tableaux 11.6 et 11.7 montrent que l'incubation des 

sclérotes à basse température stimule nettement la formation 

d'ébauches apothéciales. 



Tableau 11.6. Nombre d'ébauches apothéciales formées au cours 
du temps dans les différents lots. 

Nombre de jours après la spermatisation 
Essais 

3 7 10 14 21 28 35 42 48 55 62 68 75 

- -  

Lot 2 O O 3 6 10 12 13 13 13 13 13 13 13 

Lot 1 = S.S.A.S405 x s.S.A.S56; Lot 2 = S.S.18 x s.S.14 
Lot 3 = S.S.A.S405 x s.S.14; Lot 4 = S.S.18 x s.S.A.S56 
Lot 5 = S.S.2 x s.S.14 

Tableau 11.7 Moyennes des nombres d'apothécies par 
sclérote en fonction des traitements 
utilisés 

Essais l* 2" 

Lot 1 6 2 O,5 

Lot 2 O O 

Lot 3 2 8 3,6 

Lot 4 4 8 1,3 

Lot 5 5 5 O, 7 

1" = Temps moyen d'apparition les initiales apothéciales (en jours) . 
22 = Moyenne du nombre d'apothécies mûres par sclérote 
Remarque Nous avons répété le même essai trois fois, chaque essai 
portant sur 250 sclérotes, à raison de 10 sclérotes par tube . 
Lot 1 = S.S.A.S405 x s.S.A.S5b; Lot 2 = S.S.18 x s.S.11; 
Lot 3 = S.S.A.S405 x s.S.14; Lot 4 = S.S.18 x s.S.A.S56; 
Lot 5 = S.S.2 x s.S.14 



Cette stimulation est maximale à O°C (lots 2 et 3; 14 ébauches/ 

sclérote), tant pour le nombre total d'initiales formées que pour le 

temps nécessaire à l'apparition des premières ébauches puisque 

celles-ci commencent à se former dès le 14èmejour, avec un maximum à 

28 jours. 

La stimulation est moindre à -lO°C, avec un nombre total d'initiales 

apothéciales plus faible et l'apparition des premières ébauches plus 

tardive: 2 ébauches/sclérote après 28 jours avec un maximum de 9 à 48 

jours (lot 4). Si l'on abaisse davantage la température du lot 5 

(-20°c), il ne se forme plus que 5 ébauches/sclérote au maximum et il 

y a apparition des initiales après 35 jours, mais seulement 2 

ébauches sont formées à cette période. 

Nous considérons que dans le cas où des ébauches apothéciales se 

forment dans les sclérotes sans une incubation à basse température,il 

y eu une stimulation des sclérotes au cours de leur incubation à 12°C 

après la spermatisation. En effet à 18"C, les sclérotes sont 

incapables de former des ébauches apothéciales même après 

spermatisation. 

Les ébauches qui se forment dans chaque sclérote ne se développent 

pas toutes cn apothécies, le développement des premières inhibe celui 

des autres ébauches. 

Le comportement du lot 2 (conditionné à 0°C mais non spermatisé) 

montre que la spermatisation n'influence pas la formation des 

initiales apothéciales. On peut, en effet voir sur le tableau 11.6 

que les ébauches apparaissent en nombre aussi important et aussi 

précocement que dans le lot 3 qui a subi le même conditionnement mais 

qui a été en outre spermatisé. Par contre, l'absence totale 

d'apothécies dans le lot 2 (tableau 11.7) montre que la 



spermatisation est indispensable à l'évolution ultérieure des 

ébauches en apothécies. 

c) Conclusion 

- Les basses températures stimulent la formation d'ébauches 

apothéciales.; cette stimulation atteint le maximum à 0°C et elle est 

moindre si l'on abaisse davantage la température. 

2) La survivance des sclérotes et leur capacité à la carpogenèse 

Le sclérote est l'organe de résistance. Parmi les autres organes il 

est toujours considéré comme l'organe ayant une plus grande capacité 

à survivre chez la famille des Sclerotiniaceae . Cette survivance 
résulte de sa structure qui lui permet d'être moins affecté par les 

conditions défavorables de l'environnement (température, lumière et 

humidité). Il est muni d'une couche corticale fortement mélanisée qui 

se compose de cellules très serrées sans espaces intercellulaires. 

Plusieurs travaux effectués sur la survivance des sclérotes en 

conditions naturelles ont été publiés par Gregory (1941) sur B o L t y a  

p o & I b h m  , Coley-Smith et Jarved (1977) sur Bo- t> iyh  &. .&pue,  

Ellerbrock et Lorbeer (1977) sur ~~-t>i~u ~quamod8 =t Harrison (1979) 

sur Bo;Dryh  dabue. 

Par contre les travaux effectués sur la survivance des sclérotes in 

vitro sont très limités: Townsend (1952) a étudié l'effet de hautes 

températures sur la survivance des sclérotes de Bo-t>i@h &haea et a 

constaté que des températures élevées en atmosphère humide tuent 

beaucoup plus rapidement les sclérotes que les mêmes températures en 

atmosphère sèche. Un fort pourcentage de sclérotes survit un an à des 

températures de -70°C jusqu'à +25"C, mais cet auteur a noté qu'à 30°C 

ils perdent plus rapidement leur capacité de survie. Ceci indique que 



les sclérotes résistent plus facilement au froid qu' à la chaleur. 

Nous ne nous sommes pas intéressés uniquement à la survivance des 

sclérotes mais aussi à la conservation de leur capacité à engendrer 

le sporophyte. 

Les travaux effectués sur la carpogenèse sont trés limités, surtout 

in vitro, Coley-Smith (1977) a noté que les sclérotes perdent leur 

capacité à la carpogenèse après 9 à 12 mois et qu'ils donnent 

uniquement des apothécies stériles. ceci montre la fragilité des 

ascogones et la nécessité de leur intégrité pour participer à la 

fécondation et donner naissance au sporophyte. 

a) Protocole expérimental 

Nous avons incubé des sclérotes âgés de 30 jours dans des boîtes de 

Pétri à 3 températures différentes 7"c, O'OC et-2D°C pendant des 

périodes plus ou moins longues (15, 30 jours, 3, 6, 9, 12 et 18 mois) 

en effectuant la spermatisation au fur et à mesure (selon le tableau 

11.8) avec des spermaties âgées de 1 à 2 mois en utilisant notre 

technique de spermatisation. Nous avons ensuite placé les tubes à 

14"c à la lumière (12 heures de lumière124 heures). 

Nous avons également repiqué des sclérotes sur milieu malt-agar 2% 

pour vérifier leur capacité au développement mycélien après un très 

long séjour à basse température. Par chaque expérience 10 sclérotes 

de chaque souche ont été choisis au hasard. 

b) Résultats 

D'après le tableau 11.8 nous pouvons remarquer que : 

- Un court séjour (15 jours) des sclérotes à basse température 

(-20"~) diminue leur capacité à la carpogénèse puisqufil y a toujours 

moins d'apothécies par sclérote et qu'elles apparaissent en moyenne 2 

semaines plus tard que sur les sclérotes qui ont été conservés à 



Tableau 11.8 
Effet de la température à laquelle les sclérotes ont été 
conservés sur leur survie et la formation des apothécies 

- - - 

1 5  j 30 j 3  mois 6  mois 9 mois 12 mois 18 mois 
Essais 

1s: 29: 1" 2" 19: 2+: 1* 2" 1* 2" l n  23t 1" 29: 

7°C 

Lot 1 1 , 6  6 i , 7  5 2 ,9  4  3,2 3  3,O 3  2 , 9  3  1 , 9  4  

Lot 3 2,2  6 2,O 5 3 , l  4 2,6 3  2 ,7  3  3 , l  3 2 , 3  4 

0°C 

Lot1 1 , 8  5 3 ,2  5  3 , l  5  2 ,7  5  3 , 3  5 3 , 4  5 1 , 4  5 

1f: = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
Z9: = Première semaine d'apparition des initiales apothéciales. 
Lot 1 = S.S.A.S 405 x s.S.A.S 56 
Lot 2 = S.S.A.S 56 x s.B.C6 
Lot 3 = S.S.18 x s.S 1 4  



0°C ou à 7°C.  Après 30 jours à -20°C, les taux de carpogenèse sont 

extrémment faibles, donc la congélation détériore très rapidement les 

capacités carpogéniques des sclérotes puisque la carpogénèse est 

totalement inhibée lorsque les sclérotes sont restés 3 mois à -20°C. 

Ces altérations peuvent s'expliquer en partie par les changements 

dans la structure interne des sclérotes que nous avons observés. 

- Les sclérotes séjournant à 0°C peuvent conserver leur capacité à la 

carpogenèse au moins 18 mois. En même temps ils donnent le même 

pourcentage de carpogenèse après un long séjour au froid. A 0°C la 

plupart des réactions enzymatiques et biologiques sont fortement 

ralenties et les sclérotes restent à l'état de dormance sans aucun 

changement de structure interne, c'est pourquoi ils se conservent 

longtemps. 

Un séjour de 15 jours à 0°C accélère la vitesse d'apparition des 

apothécies par rapport à un séjour de la même durée à 7°C 

(stimulation par le froid) 

- La vitesse d'apparition des initiales apothéciales est d'autant 

plus rapide que la durée de séjour des sclérotes à 7°C est plus 

longue. La rapidité d'apparition des initiales apothéciales à cette 

température nous a conduits à étudier la structure interne des 

sclérotes en faisant des coupes après inclusion dans la paraffine. 

Nous avons constaté qu'à cette température les ébauches apothéciemes 

étaient présentes. Cette présence explique la rapidité d'apparition 

des initiales apothéciales après la spermatisation puisque le délai 

n'est que de 3 semaines alors qu'il est de 5 semaines dans le cas de 

sclérotes conservés à 0°C (tableau 11.8). 

- Coley-Smith (1977) a rapporté que les sclérotes de S&mofinia 

bd?et~ofio&um donnent des apothécies stériles après 9 à 12 mois. Nous 



avons trouvé que les sclérotes de Bo;trryo&&,& gardent leur 

capacité à la carpogenèse pendant 18 mois et toutes les apothécies 

obtenues sont fertiles. 

La formation des apothécies résulte donc de la fécondation des 

cellules ascogoniales par des spermaties, les apothécies sont donc 

toujours fertiles et aucune apothécie n'apparaît sans la 

spermatisation. Nos souches de Bo;tny;tin cinetrea étant 

hétérocaryotiques, nous ne pouvons pas obtenir d'apothécies stériles, 

car la phase 2N se produit avant la formation des stipes. Par contre 

des apothécies stériles peuvent exister dans les espèces qui forment 

directement des apothécies au sein desquelles la phase 2N se 

développe par anastomose entre les hyphes végétatives comme dans le 

cas de S d e n o ; t i n i a  csdeno;tiohwn. 

Si l'ébauche tire son origine du pied des ascogones, elle est 

gamètophytique. Il est donc concevable que dans ce cas le sporophyte 

issu de la fécondation de l'ascogone ne participe pas à la formation de 

cette ébauche qui peut donc se développer avant la fécondation. Le 

sporophyte se développe ensuite au sein de cette ébauche préexistante 

à la fécondation. 

- Les sclérotes conservés pendant 18 mois au-moins à -20°C perdent 

toute capacité carpogénique alors que ceux conservés à O et à 7OC 

pour un même séjour gardent cette capacité intacte. Cependant, tous 

développent un mycélium lorsqu'ils sont repiqués sur milieu nutritif. 

Ce mycélium n'est pas capable de produire des sclérotes mais il 

récupère sa capacité à en former après 2 ou 3 repiquages successifs. 

Ce fait illustre le rôle d'organe de conservation joué également par 

les sclérotes. 



c) Conclusion 

D'après ces résultats nous pouvons considérer que : 

- Un court séjour (15 jours) à -20°C diminus la capacité des 

sclérotes à la carpogenèse sans l'altérer complètement. Par contre un 

séjour plus long (1 mois) l'altère très fortement, celle-ci est 

complètement inhibée lorsque la durée du séjour à cette température 

atteint 3 mois. 

- Un séjour des sclérotes à 0°C ou à 7°C conserve leur capacité à la 

carpogenèse pendant à peu près 18 mois. 

- La vitesse d'apparition des initiales apothéciales est d'autant 

plus rapide que la durée du séjour des sclérotes à 7°C est plus 

longue. 

- Des sclérotes conservés à 7°C sont capables de former des 

ascogones. 

- Les sclérotes sont capables de garder leur capacité au 

développement mycélien après un très long séjour (18 mois) à des 

températures basses (7"C, 0°C ou -20"~). 

3) Effets sur le taux de carpogenèse des conditions thermiques et 

lumineuses sous lesquelles les sclérotes se sont formés. 

Les conditions d'éclairement ou d'obscurité, dans les conditions de 

température normales ont-elles un effet sur la formation des sclérotes ? 

Ces sclérotes évoluent-ils différemment (en particulier en ce qui concerne 

leur aptitude à la carpogenèse) en fonction des conditions lumineuses 

(éclairement ou obscurité) et de température sous lesquelles ils se sont 

formés ? 

.a) Protocole expérimental 

Pour répondre à cette question, nous avons produit des sclérotes à 5 



Tableau II. 9. Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote en fonction de 
la température à laquelle ces sclérotes se sont formés, soit a la 
lumière soit à l'obscurité 

7"c 10°c 14"c 18"c 24"c 
Essais 

L. OB. L. OB. L. OB. L. OB. L. OB. 

Lot 1- 2,6 2,5 2,7 3,2 1,8 3,l 1,2 2,6 0,8 1,4 

Lot 2- 3,l 2,9 3,l 2,9 1,s 3,2 0,7 3,l 0,5 1,0 

Lot 3- 2,7 3,3 2,3 3,2 2,6 2,6 1,2 2,8 0,7 1,l 

Lot 4- 2,8 3,O 2,8 2,7 2,l 3,3 1,9 3,l 0,7 0,9 

Remarque Au cours de la 5ème semaine les initiales apothéciales 
apparaissent, bien que les conditions d'éclairement et de température 
utilisées pour la production des sclérotes aient été très différentes. 
Lot 1 = S.S.A.S405 x s.S.A.S56; Lot 2 = S.S.A.S56 x s.B.C.6 
Lot 2 = S.S.18 x s.S.A.S56; Lot 4 = S.S.2 x s.S.14 



températures différentes (7"C, 10°C, 14"C, 18°C et 24°C) en éclairement 

alterné (12 h.de lumière par jour) et à l'obscurité totale. Ensuite nous 

avons suivi notre méthode de production des apothécies in vitro que nous 

avons expliquée au début de ce chapitre. 

b )  Résultats 

D'après Townsend (1957) la lumiere a un effet faible sur la formation 

des sclérotes. Par contre la température joue une rôle important sur la 

quantité de sclérotes produits et leur vitesse de formation, ce que 

confirment les résultats que nous avons obtenus. 

D'après le tableau 11.9 nous pouvons constater que la lumière et la 

température pendant la période de formation des sclérotes, ont une certaine 

influence sur leur pourcentage de germination carpogénique. La lumière a 

un effet très faible aux basses températures (7°C et 10"~). ?!GUS pouvons 

constater que le pourcentage de germination présente peu de différences 

pour des sclérotes produits à la lumière ou à l'obscurité jusqu'à 10°C. 

Mais l'augmentation de la température est toujours suivie par une certaine 

diminution du taux de germination des sclérotes nettement plus importante 

pour les sclérotes produits à la lumière. Curieusement, le taux de 

germination est légèrement plus élevé pour des sclérotes qui se sont formés 

à 14°C et parfois même à 18°C que pour des températures plus basses, en 

conditions obscures. Harada et Watanabe (1974) ont noté que le taux de 

germination des sclérotes de a d w o f i o ~  augmentait 

proportionnellement à la température. 

Cette réduction du taux de germination des sclérotes lorsque l'on 

augmente la température, correspond à une stimulation de la sporulation par 

élevation de la température, surtout lorsque les cultures sont éclairées 

(Tan et Epton 1973). Dans ces mêmes conditions, il y a réduction de la 



capacité à former des sclérotes, celle-ci régressant avec l'augmentation de 

température. Il se forme toujours à haute température (24"~) des sclérotes 

petits, très minces et très fins, bien couverts par des hyphes et des 

conidiophores ce qui diminue leurs aptitudes à la carpogenèse. Par contre 

une diminution de température réduit la sporulation et augmente la capacité 

du champignon à former des sclérotes plus gros et charnus, ce qui augmente 

leur aptitude à la carpogenèse. Il est donc préférable d'utiliser des 

sclérotes produits à basse température et à la lumière. 

Williams et Western (1965) ont trouvé que pour s&enoLLnia . ~ s & ~ o & o ~ ~ m  

le meilleur pourcentage de germination était observé pour des sclérotes 

produits à l'obscurité sur milieu synthétique. Harada (1974) a étudié 

l'influence des différentes températures (1O0c, 15"C, 20°C et 25°C) pendant 

la période de production des sclérotes de Sclerotinia sclerotiorum sur la 

carpogenèse; il a noté que : 

- Les températures élevées accélèrent la formation et la maturation des 

sclérotes mais réduisent les quantités produites. 

- Les températures élevées stimulent la carpogénèse, mais retardent la 

formation des apothécies. Nos résultats ne confirment pas les siens et 

en outre les sclérotes de S d e h o l i n i a  h d m o f i o t ~ u m  n'ont pas besoin 

d'une période de conditionnement au froid. 

Nous avons déjà indiqué que les sclérotes sont maturs après 20 jours 

d'incubation à 14°C et après 15 jours à 18°C. Le nombre de sclérotes 

produits dans les deux cas est presque le même. D'après le tableau 11.9 

nous pouvons remarquer que le pourcentage de germination à 14°C et à 18°C à 

l'obscurité est approximativement stable. Nous avons donc préféré produire 

les sclérotes à 18°C à l'obscurité pour raccourcir le cycle de production 

des apothécies. 



Drayton (1937) et Groves et Drayton (1939) ont utilisé des sclérotes 

produits à 14°C à l'obscurité, puis ils induisaient la carpogénèse en 

soumettant ces sclérotes à un séjour à 0°C à l'obscurité, mais ils ne 

montrent pas l'importance de l'obscurité pendant ces deux phases. 

c ) Conclus ion 

- L'éclairement continu pendant la période de formation des sclérotes a 
un effet défavorable sur leurs capacités carpogéniques. Cet effet 

s'accroît proportionnellement à la température. L'obscurité semble, 

au contraire , conférer de meilleures capacités carpogéniques 

lorsqu'elle est appliquée à des températures plus élevées. 

- Les températures élevées (plus de 18°C) pendant la période de 

développement des sclérotes, diminuent la moyenne du nombre 

d'apothécies se formant par sclérote. 

B.- EFFETS DE LA LUMIERE SUR LA FORMATION DES INITIALES 

APOTHECIALES ET DES APOTHECIES 

La lumière influence le développement de nombreux organismes fongiques 

et fait partie de cet environnement dont tous les éléments conditionnent de 

façon interdépendante leur physiologie. Des phototropismes et d'autres 

effets très différents de la lumière sur la croissance ainsi que les 

morphogénèses reproductrices et la germination des spores ont été mis en 

évidence dans tous les groupes fongiques ; les réactions sexuées à la 

lumière décrites par FAYRET (1975) sur Gnomonia leptostyla et DEHORTER sur 

Ne&a g&gena ( 1985) nous ont intéressés. 



Les réponses aux irradiations lumineuses, quant à la production finale 

d'ascocarpes fertiles sont de 3 types : 

- Photoinhibition : la lumière empêche la formation des ascocarpes 

fertiles. 

- Photoindifférence : les espèces fongiques considérées différencient 

leurs ascocarpes en présence ou non d'éclairement. 

- Photostimulation : la lumière entraîne une multiplication du nombre 

d'ascocarpes fertiles qui peuvent néanmoins être présents à 

l'obscurité continue. 

- Photoinduction : la morphogenèse des ascocarpes est strictement 

tributaire de l'éclairement, 

Pour les champignons à reproduction sexuée photoinduite, les exigences 

photiques varient : 

- L'éclairement est nécessaire au déroulement complet du processus de 

fructification. 

- La lumière n'est requise que pour certaines séquences 

morphogénétiques. 

a) La lumière apparaît indispensable à la constitution des ébauches 

sexuées dont la maturation peut se réaliser à l'obscurité. 

b) Chez d'autres champignons, la photodépendance se situe à la 

maturation des ascocarpes tandis que le début de leur 

différenciation s'accomplit à l'obscurité. 

c) Enfin la lumière peut jouer un rôle dans les mécanisme de 

décharge des ascospores. 

- Chez les champignons à reproduction sexuée photosensible, 

l'efficacité de l'éclairement requis est fonction de sa durée, de 

son intensité, de la qualité et du moment d'application. 



1) Etude bibliographique 

Ce sujet a été étudié sur plusieurs espèces de la famille des 

Sclerotiniacées. Ramsey (1925) et Henson (1940) ont constaté que les 

initiales apothéciales de Sclerotinia sclerotiorum pouvaient se former à la 

lumière et à l'obscurité, mais ils ont noté que la lumière était 

indispensable pour le développement des apothécies. 

Letham (1975) a indiqué que la lumière stimulait la formation des 

initiales apothéciales de Sdet~u; t in ia  admo;tiatrum et accélérait aussi leur 

formation. Elliot (1965) a publié que la lumière n'était pas indispensable 

pour la formation des apothécies fertiles de CiboaLa ac&na. Bergquist et 

Lorbeer (1972) ont trouvé que les initiales apothéciales de, Bo;tttyo;tinia 

aquamoaa pouvaient se former à la lumière et à l'obscurité mais que les 

apothécies ne se développaient qu'à la lumière. L'utilisation de lumière 

proche UV ou de lumière fluorescente donne des apothécies anormales. 

Faretra (1988) a noté que l'utilisation de la lumière fluorescente avec la 

lumière incandescente donnait le même résultat. Honda et Yunok (1975) ont 

obtenu des apothécies fertiles de Sdmo;t in ia  A%$o&otuun sous lumière 

proche UV continue et des apothécies stériles sous lumière rouge et verte. 

Willetts et Harada (1984) ont constaté que la lumière n'était pas 

indispensable au développement des apothécies de Monilia mali. Enfin, 

Faretra (1988) a noté que la lumière n'avait pas un effet important sur la 

formation les apothécies de BoLxyo;tinia &uckeeiana. 

Pour étudier l'effet de la lumière nous avons essayé de répondre à deux 

questions essentielles, dans le cas du B o h y u u ~ a  & c k ~ n a  : 

- La lumière est-elle indispensable pour la formation des initiales 

apothéciales et des apothécies ? 

- La qualité de la lumière a-t-elle un effet sur leur formation ? 



2) Protocole expérimental 

-pour répondreb à la première question, nous avons soumis des sclérotes 

spermatisés à 12"C, à 4 différentes durées d'éclairement journalier (3 h., 

6 h., 12 h. et 24 h.de lumière par jour) et aussi à l'obscurité totale pour 

déterminer l'importance de la lumière et les besoins minima en lumière pour 

la formation des initiales apothéciales et des apothécies. 

Nous avons aussi essayé de connaître l'effet de différentes qualités de 

lumière (lumière rouge, lumière verte, lumière proche W et lumière bleue) 

sur la formation des initiales et des apothécies. Nous avons effectué deux 

séries d'expériences : 

- première série : éclairement alterné (12 h. de lumière par jour) 

- deuxième série : éclairement continu (24 h. de lumière par jour) 

suivant les caractéristiques données dans le tableau ci-dessous. 

2- Rouge 600 < < 750 500 



3) Résultats. 

Le tableau 11.10 montre que l'apparition des ébauches se fait au même 

moment (sème semaine) dans toutes les sérias par conséquent celle-ci g'est 

pas photodépendante. Par contre, l'évolution ultérieure des ébauches en 

apothécies est fortement influencée par la lumière, malgré la présence dans 

la série conduite en obscurité totale, d'un nombre d'ébauches sensiblement 

identique à celui trouvé dans les autres séries. A~cuneapthScie-~~se 

développe dans ces conditions. Un minimum de 3 heures d'éclairement sur 24 

heures perment le développement des apothécies, mais le nombre est 

nettement meilleur si on passe à 6 ou mieux 12 heures d'éclairement. 

L'éclairement continu ne modifie pas beaucoup ces résultats par rapport a u  

séries placées en éclairage alterné. Il semble qu'il y ait néanmoins une 

légère spécificité en fonction des souches dans la réponse aux durées 

d'éclairement, mais toutes les souches ont besoin de lumière pour 

développer leurs apothécies et 3 heures d'éclairement semble être le 

minimum général. 

Nous montrons également que dans toutes les séries, l'éclairement 

continu accélère l'apparition des apothécies: le délai n'est plus que de 7 

semaines alors qu'il est de 8 pour l'éclairement alterné 12 heures124 

heures et, de 9 semaines pour des durées d'éclairement inférieures à 12 

heures. 

Nous avons constaté que les initiales apothéciales qui se forment à 

l'obscurité continuent à s'accroître jusqu'à 1,s - 2,s cm de longueur et 
cessent de se développer en donnant un long stipe brunâtre qui se termine 

en pointe (la longueur normale est dans les autres cas, entre 0,s -1,5 cm). 

L'énergie lumineuse semble donc être indispensable pour la différenciation 

des disques des apothécies. 



Tableau 11.10. Effet de différentes périodes de lumière et 
d'obscurité sur la formation des apothécies 

Lot 1 Lot 2 Lot 3 

Obs .totale 5 0 (1,s) 5 0 (2,O) 5 0 (2,4) 

19: = Première semaine d'apparition des initiales apothéciales. 
29: = Première semaine de formation des apothécies. 
3" = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
( ) = Moyenne du nombre des initiales apothéciales qui ne peuvent pas 

donner des apothécies à l'obscurité. 
Lot 1 = S.S.A.S405 + s.S.A.S56 
Lot 2 = S.S.A.S56 + s.B.C6 
Lot 3 = S.SI8 + s.S.A.S56 



Ces résultats confirment ceux de Ramsey (1925), Henson (1940) et Letham 

(1975) sur ~ d e h o ; t i n i a  adehofio/turn et ceux de Bergquist et Lorbeer (1972) 

sur Sdmo;t inia  aquamoaa. Par contre, ils ne correspondent pas à ceux de 

Elliot (1965) sur CiboGa  a c d n a  ni à ceux de Willetts et Harada (1984) 

sur M o t d i a  m&. 

Takahashi et Kagaya ( 1969) ont noté que le M o d n i a  mu& donnait à 

l'obscurité totale des apothécies fertiles mais uniquement à basse 

température (de 5°C à 10"~). A des températures plus élevées (15"~) la 

lumière est indispensable pour la différenciation des disques des 

apothécies. 

La période d'apparition des initiales apothéciales est relativement 

courte (3 à 4 semaines) par rapport aux autres espèces comme S d m o f i y U a  

adetroto- (6 à 7 semaines). Tandis que le pourcentage d'apparition des 

initiales apothéciales est faible pendant la première semaine, il augmente 

ensuite pendant la deuxième semaine d'une façon très nette, puis devient 

très faible pendant la troisième. 

Nous avons aussi constaté que les apothécies montrent un phototropisme 

positif. 

Du tableau 11.11 nous pouvons conclure que les apothécies de 

Bo&yo;tinia &&&ana se forment quelle que soit la longeur d'onde de la 

lumière utilisée sous les quatre différentes qualités de lumière testées. 

Nous avons aussi constaté après certains prélèvements (écrasement des 

échantillons sur des lames porte-objet) que toutes les apothécies formées 

sous les quatre longueurs d'onde utilisées étaient fertiles. Ces résultats 

ne confirment pas ceux de Honda et Yunok (1975) sur S d e h o L L n i a  ;t(Li6o.&otuun 

car contrairement à ces auteurs nous avons trouvé que la période 

d'éclairement n'avait aucun effet sur la fertilité des apothécies. 



Tableau 11.11. Effet de la qualité de la lumière utilisée 
pour la formation des apothécies. 

12 h.L./ 12 h.0bs. 24 h.L./ 24 h. 
Qualité de 

1 ' éclairement 1* 2* 34 1* 2* 3* 

L. blanche 5 3,l 8 5 3,2 7 

L. rouge 5 2,8 11 5 2,7 11 

L . verte 5 2,9 8 5 3,1 7 

L . bleue 5 3,O 8 5 3,2 7 

l* = Temps moyen d'apparition des initiales apotheciales (en semaines). 
2* = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
3* = Temps moyen de formation des apothécies (en semaines). 



La lumière proche ultra-violette défavorise la formation des apothécies 

et stimule la germination conidienne qui entraîne une diminution de la 

formation des apothécies. Par contre les trois autres qualités de lumière 

n'ont pas d'effets sensibles sur la production des apothécies. Leach 

(1962), Schlosser (1970) et Tan et Epton (1973) ont constaté que la lumiere 

proche-UV et la lumière "noiret' stimulaient la sporulation de B U ~ Y ~  

et que la lumière bleue l'inhibait. 

La lumière rouge entraîne une nette diminution de la vitesse de 

maturation des apothécies par rapport aux autres qualités d'éclairement. 

Les stipes continuent a se développer et donnent a la fin des apothécies 

très longuement stipitées (2 à 2,s cm de longueur) avec de petits 

"chapeaux" apothéciaux. Ceci montre la faible efficacité de la lumière 

rouge (longueur d'onde égale ou supérieure à 600 nm) et l'importance de 

l'énergie lumineuse pour la formation des apothécies. Les radiations vertes 

et bleues sont donc les plus favorables au développement et à la maturation 

des apothécies. Klein et Klein (1962) et Tan (1975) ont montré que la 

lumière rouge inhibait la conidiogénèse; elle n'est pas non plus, ainsi que 

nous l'avons montré, favorable à la reproduction sexuée du ~ a b y o f i L a  

&uckcd?iana. 

4) Conclusion 

Nous pouvons résumer nos résultats sur l'effet de l'éclairement sur le 

cycle sexuel de ;Bo&yoan& & c h ~ n a  en 4 points : 

. La durée journalière d'éclairement a un très faible effet stimulant 

sur la formation des initiales apothéciales et une influence très 

nette sur la vitesse de maturation des apothécies. La vitesse de 

formation des apothécies augmente proportionnellement à la durée 

journalière d'éclairement. 



. L'obscurité entraîne une réduction faible du nombre des initiales 

apothéciales mais elle inhibe complètement la formation des disques 

apothéciaux (les chapeaux des apothécies). 

. L'éclairage proche ultra-violet diminue le pourcentage de carpogenèse 
des sclérotes mais les radiations rouges, vertes et bleues n'ont pas 

d'influence sensible sur le taux de formation des apothécies. Par 

contre la qualité de la lumière peut avoir une influence sur la 

vitesse de formation des apothécies: la lumière rouge est le seul 

éclairage utilisé qui la ralentisse nettement. 

. La qualité de l'éclairement n'a aucun effet sur la fertilité des 

apothécies. 

C.- EFFETS DES CONDITIONS NUTRITIVES DANS LESQUELLES LES SCLEROTES ONT 

ETE PRODUITS SUR LE TAUX DE CARPOGENESE ET LEUR STRUCTURE INTERNE. 

Nous avons essayé de voir si le milieu de culture utilisé pour la 

production des sclérotes avait une influence sur le taux de germination 

carpogénétique des sclérotes. Dans la première partie de ce travail, nous 

avons constaté que le pourcentage de carpogenèse des sclérotes était bien 

lié à la taille des sclérotes produits sur le même milieu. Cette étude 

comprend 2 parties: 

a) Dans la première partie, nous avons essayé de savoir si les 

sclérotes produits sur milieux différents et ayant la même taille 

donnent le même pourcentage de carpogenèse. 

b) Dans la deuxième partie, nous avons voulu déterminer les effets 

respectifs des constituants du milieu de culture utilisés pour la 

production des sclérotes sur leur taux de carpogenèse. 



1) Protocole expérimental 

- Pour réaliser la première partie de cette étude, nous avons choisi 

quatre milieu de culture qui contiennent des éléments nutritifs différents 

pour produire des sclérotes. 

- Malt-agar 2% (milieu 1) 
- P.D.A (milieu 2) 
- Czapek (milieu 3) 

- Broyat de grains de blé (milieu 4) 

Les cultures ont été incubées à 18OC à l'obscurité pendant 15 jours, 

les sclérotes étant choisis de taille égale à 0,5 cm. Nous avons ensuite 

suivi notre méthode de production des apothécies in vitro en utilisant les 

mêmes souches (S.56 et s.B.~6) et des sclérotes ayant été obtenus sur les 

quatre milieux respectivement. 

- Nous avons ensuite essayé de déterminer l'influence de la nature des 

sources carbonées et des sources azotées sur la structure des sclérotes et 

leur évolution ultérieure. Le milieu de Huguenin a été utilisé comme milieu 

de base dans lequel les sources carbonées ont été incorporées à raison de 8 

g de carbone par litre, sous forme de glucose, maltose, lactose, amidon, 

saccharose et xylose respectivement. L'azote est fourni sous forme de 

nitrate de potassium à raison de 138 mg par litre. Pour étudier l'influence 

de la source azotée, le besoin en carbone a été apporté sous forme de 

glucose à raison de 8 g de carbone par litre. Nous avons testé les sources 

d'azote suivantes à raison de 138 mg d'azote par litre: KN03, NaN03, 

NH4N03, (NH4)2S04, NH4C1, oxalate d'ammonium, asparagine, alanine, 

peptone, hydrolysat de caséine, cystine, acide amino butyrique, acide 

glutamique, tyrosine, sérine et broyat de grains de blé. 



Tableau 11.12 Effet de différents milieux de culture sur 
le pourcentage de carpogenèse des sclérotes 

milieu 1 milieu 2 milieu 3 milieu 4 
Essais 

1" 2 'n 1': 2'i 2 2'z 1.: 2n 

Lot 1 3,l 4 1,9 4 2,7 4 3,5 4 

Lot 2 2,2 4 2,7 4 2,8 4 3,4 4 

Lot 3 2,6 4 2,4 4 2,O 4 3,O 4 

1;'( = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
22 = Temps moyen d'apparition des initiales apothéciales 

(en semaines ) . 
Milieu 1 = Malt-agar 2%; Milieu 2 = P . D . A ;  Milieu 3 = Czapek 
Milieu 4 = Broyat de grains de blé; Lot 1 = S.S.12 x s.S.14; 
Lot 2 = S.S.13 x s.S.14; Lot 3 = S.S.17 x s.S.14 
Remarque : Nous avons utilisé 200 sclérotes dans chaque 
essai, à raison de 10 sclérotes par tube. 



2)  Résu l t a t s  

D'après l e  tab leau  11.12 nous pouvons cons t a t e r  que: 

- La v i t e s s e  de germination des s c l é r o t e s  p r o d u i t s  s u r  mil ieux 

d i f f é r e n t s  e s t  presque s t a b l e .  

S a i t o  (1969), W i l l e t t s  e t  Wong (1980) ont  c o n s t a t é  que l a  v i t e s s e  de 

germination des s c l é r o t e s  de S c l e r o t i n i a  s c l e ro t io rum i n  v i t r o  é t a i t  

plus  grande pour des  s c l é r o t e s  produi t s  s u r  m i l i e u  contenant  des  

e x t r a i t s  végétaux que pour des s c l é r o t e s  p r o d u i t s  s u r  mi l ieu  

synthé t ique .  Dans n o t r e  cas ,  l e s  d i f f é r e n c e s  ne son t  pas 

s i g n i f i c a t i v e s  . 
F a r e t r a  (1988) a t rouvé  que l a  carpogenèse des  s c l é r o t e s  p rodu i t s  s u r  

mi l i eu  g r a i n s  de  b l é  é t a i t  moins rap ide  que pour des  s c l é r o t e s  

p rodu i t s  s u r  mi l ieu  synthé t ique .  I l  a p r é c i s é  que les s c l é r o t e s  

p rodu i t s  s u r  mi l i eu  g r a i n s  de b l é  ava ien t  un c o r t e x  beaucoup p lus  

épa is  q u i  r e t a r d a i t  l a  carpogenèse. 

- Le pourcentage de germination des s c l é r o t e s  provenant  des  t r o i s  

premiers mil ieux est re la t ivement  s t a b l e .  Les r é s u l t a t s  son t  

nettement me i l l eu r s  en c e  q u i  concerne les s c l é r o t e s  q u i  s e  son t  

formés s u r  mi l i eu  broyat  g ra ins  de b lé .  Nous avons no té  des  

d i f f é r e n c e s  de  morphologie e n t r e  les s c l é r o t e s  provenant des  

d i f f é r e n t s  milieux: l e u r  forme e t  l e u r  volume s o n t  d i f f é r e n t s .  Les 

s c l é r o t e s  formés s u r  les t r o i s  premiers mil ieux o n t  une forme un peu 

p l a t e  e t  mince. Par c o n t r e  l e s  g r a i n s  de b l é  c o n s t i t u e n t  un mi l i eu  

r i c h e  e n  a z o t e  e t  en  carbone. C e  mi l i eu  conduit  à l a  product ion de  

s c l é r o t e s  volumineux de  forme granuleuse dont l a  s u r f a c e  est un peu 

p lus  grande,  capables  de produi re  un pourcentage de  germinat ion p lus  

élevé.  



Tableau 11.13. Effets de la nature des sources de 
carbone pendant la période de production des 
sclérotes sur leur taux de carpogenèse. 

Sources de carbone 1" 2% 

amidon 296 4 

maltose 2,9 4 

saccharose 

glucose z98 4 

lactose 2.6 4 

xylose 

broyat de grains de blé 3,9 4 

1* = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
2% = Temps moyen d'apparition des initiales 

apothéciales !en semaines). 



Ces résultats nous ont suggéré une possiblité de changement de la 

structure interne du sclérote en fonction de la composition nutritive du 

milieu utilisé pour leur production. Si ces modifications de structure 

existent, elles peuvent être tenues pour responsables de la différence des 

pourcentages de germination entre des sclérotes produits sur milieu broyat 

de grains de blé et des sclérotes produits sur les autres milieux. 

Pour ces raisons nous avons effectué des coupes après inclusion dans la 

paraffine de sclérotes ayant la même taille (0,s cm) et produits sur deux 

milieux différents (malt-agar 2% et broyat de grains de blé) afin d'étudier 

leur structure interne. Nous avons utilisé les techniques cytologiques 

décrites dans l'annexe Matériel et Méthodes. D'après la comparaison entre 

les différentes coupes effectuées, nous avons constaté qu'il n'y avait 

aucune différence dans les structures internes des deux catégories de 

sclérotes. En conséquence, nous pouvons supposer que les divers milieux 

composés d'éléments nutritifs très variés, donnent des sclérotes ayant des 

tailles et des formes très différentes mais une structure interne 

identique. 

Les résultats reportés dans le tableau 11.13 nous montrent que la 

nature de la source carbonée fournie pendant la phase de production des 

sclérotes, n'exerce pas un effet très important sur la carpogenèse. On 

peut noter un léger effet stimulant du saccharose ( 3 , 2  apothécies par 

sclérote). Ce sont néanmoins les sclérotes produits sur un milieu naturel 

(broyat de grains de blé) qui ont donné le meilleur pourcentage de 

carpogenèse (3,9 apothécies par sclérote) . Par contre, la vitesse 

d'apparition des initiales apothéciales est identique dans tous les cas 

(fin de la quatrième semaine). 

La source d'azote utilisée pendant la période de production des 

sclérotes (stade a, schéma 2) a une influence nette sur le pourcentage de 



Tableau 11.14. Effets de la nature des sources 
d'azote pendant la période de production des 
sclhrotes sur leur taux de carpogenèse. 

Sources d'azote 1 * 2* 

oxalate d' 
ammonium 2.0 4 

asparagine 2,9 4 

alanine 

peptone 3.2 4 

hydrolysat 
de caséine 3.1 4 

cystine O O 

acide amino 
butyrique 2.8 4 

acide 
glutamique 3.0 4 

tyrosine O O 

serine 2.9 4 

broyat de 4.2 4 
grains de blé 

1* = Hoyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
2* = Temps moyen d'apparition des initiales 

apothéciales (en semaines). 



carpogenèse (tableau II.14), toutes les sources d'azote organique utilisées 

stimulent nettement la carpogenèse ( de 2,8 à 3,2 apothécies par sclérote) 

à l'exception de la cystine et de la tyrosine qui l'inhibent. Par contre 

les sources d'azote minéral sont beaucoup moins efficaces pour la 

carpogenèse, à l'exception des sources d'azote nitrique qui favorisent la 

carpogenèse. Mais le meilleur pourcentage de carpogenèse ( 4 , 2  apothécies 

par sclérote) a néanmoins été obtenu avec des sclérotes produits sur milieu 

naturel (broyat de grains de blé). 

Nos résultats ne confirment pas totalement les résultats obtenus par 

Saito (1969) sur S d m o f n n i a  n&elto;tioxum car ils montrent que le nitrate 

comme source d'azote minéral est favorable pour la carpogenèse. En ce qui 

nous concerne, nous constatons que l'azote ammoniacal est totalement 

inhibiteur de la carpogenèse contrairement à l'azote nitrique, mais c'est 

l'azote organique qui reste malgré tout, la forme d'apport la plus 

favorable. 

Si nous nous reportons aux résultats relatifs à l'influence des sources 

azotées et carbonées sur la production des sclérotes, nous constatons que 

les sources d'azote minéral et d'azote organique, qui stimulent la 

production des sclérotes, favorisent également leur carpogenèse. C'est 

malgré tout le milieu naturel (broyat de grains de blé) qui donne le plus 

grand nombre de gros sclérotes et ensuite le meilleur pourcentage de 

carpogenèse. Ceci montre que les conditions nutritives dans lesquelles les 

sclérotes ont été produits, ne sont pas sans influence sur leur évolution 

carpogénétique ultérieure. 



3) Conclusion 

D'après ces résultats nous pouvons constater que : 

- Les milieux riches (avec azote et carbone) donnent des sclérotes plus 

volumineux que des sclérotes provenant des milieux pauvres. En 

conséquence ils conduisent à des taux de germination plus élevés. 

- Les milieux qui ont des compositions nutritives différentes donnent 

des sclérotes de tailles et de formes différentes mais de même 

structure interne. 

- les sources de carbone qui stimulent la production des sclérotes, 

favorisent la carpogenèse. 

- Les sources d'azote minéral testées ne sont pas favorables si l'azote 

est apporté sous forme ammoniacale pour la carpogenèse. Par contre 

les différentes formes d'azote nitrique utilisées ont un effet 

légèrement stimulant. Mais l'azote organique stimule nettement mieux 

la carpogenèse que l'azote minéral. 

- Le milieu naturel est nettement plus favorable à la carpogenèse que 

les milieux synthétiques. 

D.- EFFETS DE DIFFERENTS SUPPORTS SUR 

LA PRODUCTION DES APOTHECIES 

Pour réaliser le cycle sexué de Bo*>ryotinia &chfiana ,nous utilisons 

deux milieux différents: 

a) Premier milieu : nous l'appelons "milieu de culture", pour avoir des 

sclérotes et également des microconidies (stade a, schéma 2). 

b) Deuxième milieu : nous l'appelons "support" ou "milieu de culture 

carpogenèse" pour avoir des apothécies (stade c, schéma 2). 



Après avoir étudié l'effet des différents milieux de culture sur la 

production des sclérotes et sur leur carpogénèse, nous avons voulu 

connaître l'effet de différents supports sur la carpogenèse et le nombre 

d'apothécies produites par sclérote. 

1) Etude bibliographique 

Plusieurs types de "supports" ont été étudiés sur quelques espèces de 

la famille des S&aartiniac6w,. Groves et Drayton (1939) et Groves et 

Loveland (1953) ont utilisé de la terre comme support pour la carpogénèse 

de sclérotes produits sur grains de blé. Ils ont démontré qu'en couvrant 

les sclérotes d'une couche très fine de terre la carpogenèse était 

favorisée alors qu'elle était inhibée par le sable. En effet les sclérotes 

produits sur grains de blé sont très durs et la dureté du cortex favorise 

plutôt une germination conidienne. 

Polach et Abawi (1975) ont obtenu des apothécies dans les mêmes 

conditions en utilisant des sclérotes produits sur des branches de céleri 

et de haricot autoclavées. Lorenz et Eichhorn (1983) ont rapporté que la 

carpogénèse des sclérotes produits sur milieu gélosé n'était ni stimulée ni 

inhibée lorsqu'on les couvrait d'une très fine couche de terre. Faretra 

(1988) a noté que le nombre d'apothécies par sclérote diminuait quand il 

recouvrait les sclérotes de terre et il a précisé que les différences 

entre ses résultats et ceux de Lorenz (1983) étaient dues à l'utilisation 

de milieux de culture différents. 

Jones et Groy (1973) ont rapporté que les sclérotes de Sdmortinia 

s&aortia&wn formés sur milieu naturel donnaient des apothécies sur de la 

terre alors que les sclérotes provenant de milieux gélosés (culture pure) 

ne germaient pas sur la terre mais dans l'eau distillée. 

Singh et Singh (1984) ont testé plusieurs supports pour la carpogenèse 



(eau distillée, eau gélosée, sable, sable + terre, sable + extrait de 

terre, vermiculite et papier buvard) pour des sclérotes de Sdmotinia 

admoLLoxum, ils ont obtenu le meilleur pourcentage de carpogenèse sur 

l'eau distillée et le plus faible sur papier buvard. Polach (1975) a 

remarqué que les sclérotes de BofiyoLLvLia &uck&ana germaient aussi dans 

les champs de culture quand ils étaient partiellement submergés. Faretra 

(1988) a confirmé les résultats de Singh (1984) sur des sclérotes de 

BoLtyoLLnia ,$uck&ana. 

Grogan et Abawi (1975), Duniway et Abawi (1977) et Morrall (1977) ont 

noté que la production d'apothécies de SdehoLLnia admoLLo%um dans l'eau 

était nettement influencée par leur faible potentiel hydrique. 

Teo et Morrall (1985) et Faretra (1988) ont montré la nécessité de 

l'aération qui stizule la carpogenèse des sclérotes. 

2) Protocole expérimental 

Nous avons voulu vérifier l'effet de différents supports pour la 

carpogenèse en étudiant le pourcentage d'apothécies par sclérote (sclérotes 

produits sur grains de blé et malt-agar 2%). Pour effectuer cette étude 

nous avons choisi des supports pour la carpogenèse qui nous ont semblé les 

meilleurs d'après la bibliographie, mais aussi les plus proches du milieu 

naturel dans lequel se développe notre champignon: l* eau distillée. 2* 

sable. 3* terre. 4* terreau. Nous avons estimé que le terreau pouvait être 

considéré comme un support apportant des éléments nutritifs pour la 

carpogenèse. 

Nous avons choisi 6 souches compatibles pour effectuer nos croisements 

en utilisant la technique de production des apothécies décrite dans le 

chapitre précédent. Des boîtes de Pétri en verre de 8,5 cm de diamètre sont 

autoclavées pendant 20 minutes à 0,5 atmosphère, nous introduisons 20 g de 



milieu dans chaque boîte + 20 ml de suspension de microconidies. 

3) Résultats 

D'après le tableau 11.15 nous pouvons remarquer que : 

- Le terreau est le support le plus efficace parmi les quatre supports 

testés: il est celui sur lequel on obtient le plus fort pourcentage 

de carpogenèse avec 6,5 apothécies par sclérote contre 3,9 sur eau 

distillée et 3,5 sur sable. 

- Sur terre nous n'avons pas obtenu d'apothécies, mais uniquement des 

stipes qui cessent de se développer après quelques jours, donc la 

terre peut être considérée comme un support très défavorable. 

- Sur sable et sur eau distillée la formation des disques apothécieux 

est très lente (3 à 4 semaines) ; par contre sur terreau 

elle est très rapide (2 à 3 semaines). 

Ces résultats ne correspondent ni aux résultats de Groves et Drayton 

(1939) sur BoLxyoLLnia &uck&ana, ni à ceux de Le Tourneau (1979) sur 

SdenoLLnia ndezroLLonum, ou de Singh et Singh (1984) sur S .admoLionum 

Ils ne confirment pas ceux de Faretra (1988) sur B.&uch&ana. Ces auteurs 

ont noté que les supports pauvres (ceux qui ne contiennent pas 

d'éléments nutritifs) stimulaient les sclérotes dans le sens de la 

carpogenèse . 
En ce qui nous concerne, nous avons eu le meilleur pourcentage de 

carpogenèse et la vitesse la plus rapide de maturation des apothécies sur 

le terreau qui est un support contenant des quantités non négligables de 

organiques. Les apothécies formées sur du terreau se caractérisent par des 

stipes courts (0,5 cm à 1,2 cm) sans doute à cause de la bonne valeur 

nutritive du terreau qui accélère leur vitesse de formation. Par contre 

les apothécies formées sur eau distillée ou sable ont des stipes longs (1,2 

cm à 1,6 cm). 



Tableau II..15.. Effet des différents supports sur le pourcentage 
de carpogenèse des sclérotes. 

Sclérotes (1) Sclérotes ( 2 )  
Souches 

l* = Eau distillée; 25: = Sable; 3* = Terre; 4* = Terreau. 
Sclérotes (1) = Sclérotes produits sur grains de blé. 
Sclérotes (2) = Sclérotes produits sur malt-agar 2%. 
+ = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote. 
tt = Temps moyen d'apparition des initiales apothéciales (en semaines). 



Les résultats de Harada (1969 et 1977) sur SdmoLLnia a d m o ~ o r t u m  et 

nos propres résultats sur 8. ,(uch&ana montrent que les sclérotes produits 

sur support riche en azote organique donnent le meilleur pourcentage de 

carpogenèse. Ceci indique que ces champignons ont besoin d'énergie pour 

effectuer la carpogenèse, c'est à dire former des apothécies. De même la 

plupart des espèces de la famille des Sdmo;t iniacéu ont besoin d'énergie 

lumineuse pour former les disques apothéciaux. 

Contrairement à nous Groves et Drayton (1939), Groves et Loveland 

(1953), Lorenz et Eichhorn (1983), Singh et Singh (1984) et Faretra (1988) 

ont obtenu des apothécies de B. ~ u c h d i a n a  sur terre ; nous pensons que 

cette différence dans les résultats provient de la qualité de la terre 

utilisée pour nos expériences et donc de sa composition chimique. 

Le fait que le terreau (support riche) stimule nettement la carpogenèse 

nous a conduits à essayer de connaître l'effet de l'azote et du carbone sur 

la production des apothécies. Nous avons essayé 4 modifications d'un même 

milieu liquide que nous avons utilisé comme support: 

- Milieu de Huguenin (complet) (A): (N03NH4 + glucose). 
- Milieu de Huguenin sans source d'azote (B). 

- Milieu de Huguenin sans source de carbone (C). 

- Milieu de Huguenin sans source de carbone et avec une source d'azote 

organique (l'acide glutamique 138 mg N/1) (D). 

- L'eau distillée (témoin) (E). 

D'après le tableau 11.16 nous constatons que : 

a) Nous n'avons obtenu d'apothécies ni sur milieu A ni sur milieu B 

car la présence de sucre dans le milieu de carpogenèse stimule le 

développement mycélien ce qui inhibe complètement la carpogenèse. 



Tableau 11.16 : Effets de l'azote et du carbone dans le milieu 
de culture de carpogenèse (supportj sur le taux 
d'apparition des apothécies. 

A B C D E 
Souches 

.', -1. .'r ,. e, d. 
.'. ;; -1, .'. .#. 2. .m. .a. .S. -9. -1, .S. ,. ,. ,. ,. ,. ,. 

A = Milieu de Huguenin complet; B = Milieu de Huguenin sans source 
d'azote; C = Milieu de Huguenin sans source de carbone; D = Milieu de 
Huguenin sans source de carbone et avec une source d'azote organique; 
E = Eau distillée (témoin); k = Temps moyen d'apparition des initiales 
apothéciales ( en semaine) ; = Moyenne du nombre d'apothécies par 
sclerote. 



b) La présence d'une source d'azote seule induit faiblement la 

formation des apothécies ( 3,2 apothécies par sclérote pour 

l'azote minéral et 3,O pour l'eau), mais elle n'a pas d'effet sur 

la vitesse de production des apothécies. Il faut noter que nous 

avons eu plusieurs sclérotes portant 2 apothécies sur le même 

stipe (planche 4, photo 12), ce sont des apothécies normales qui 

ne ressemblent pas aux apothécies anormales (tératogènes) 

obtenues par Yosasih et Willetts (1975 b) et Faretra (1988). Par 

contre la présence d'une source d'azote organique stimule un peu 

mieux la carpogenèse que l'azote minéral (3,5 apothécies par 

sclérote pour le milieu contenant de l'azote organique et 3,2 

pour l'azote minéral). 

4) Conclusion 

De ces résultats nous pouvons retenir que : 

a) Le terreau est le meilleur support pour la carpogenèse des 

sclérotes. 

b) Un milieu contenant une source d'azote notamment de l'azote 

organique utilisé comme support stimule la formation des 

apothécies. 

c) La présence d'une source de carbone simple (sucre) dans le 

support inhibe complètement la production des apothécies et 

conduit les sclérotes à un développement mycélien. 



Tableau 11.17. 
Effets l'âge de la culture spermatienne 
sur la formation des apothécies 

15 jours 30 jours 45 jours 3 mois 6 mois 9 mois 12 mois 
Essais 

l* = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote 
2* = Date d' apparition des initiales apothéciales (en semaines) 



IV.- DETERMINISME DE LA CARPOGENESE: LA FECONDATION 

Au cours du cycle sexuel de B. ~uch&ana comme de celui des espèces 

semblables, la carpogénèse se produit par contact entre l'organe femelle 

(sclérote) et l'organe mâle (spermatie). L'évolution du sclérote et donc 

indirectement la carpogenèse semblent être placées sous l'influence d'un 

certain nombre de facteurs que nous avons voulu étudier. 

L'âge, la concentration des spermaties et les conditions dans 

lesquelles elles ont été produites nous ont semblé être les plus importants 

parmi ces facteurs. 

A.- EFFETS DE L'AGE DE LA CULTURE SPERMATIENNE 

1) Protocole expérimental 

Nous avons repiqué les souches productrices de spermaties s.S.A.S 56 et 

s.B.C 6. sur milieu grains de blé. Les croisements ont été réalisés en 

utilisant toujours des sclérotes âgés de 15 jours et produits à 18°C à 

l'obscurité (souches S.S.A.S 405 et S.S.A.S 56). Nous avons ensuite suivi 

notre méthode de production des apothécies in vitro en utilisant des 

cultures spermatiennes d'âges différents (15, 30, 45 jours, 3, 6, 9 et 12 

mois). Il faut noter que ces souches spermatiennes étaient conservées à 7°C 

afin de les garder longtemps en bon état. En effet les cultures ne peuvent 

pas survivre longtemps à haute température car elles se déshydratent. 

2) Résultats 

- Nos résultats (tableau 11.17) montrent que la vitesse de germination 

des sclérotes est stable et elle ne change pas en fonction de l'âge 

de la culture dont les spermaties proviennent. 



Donc comme nous l'avons déjà noté, la vitesse de germination est bien 

liée à la durée de séjour des sclérotes au froid, l'âge de la culture 

spermatienne n'a aucun effet sur ce phénomène. 

- Les spermaties sont capables de survivre pendant 1 an en bon état et 

de garder leur capacité à .féconder des cellules ascogoniales. 

Drayton (1937) a noté que les spermaties de B o h y L b  aquamoha perdent 

leurs capacités fécondantes au bout de 5 mois. Celles de l3u;DLyoLLnia 

,$uch&anaa sont donc nettement plus résistantes. 

- Les spermaties se forment à partir de 15 jours après le repiquage et 

elles sont capables de féconder. Massey (1928), Drayton (1934, 1937 

et 1939), Groves et Loveland (1953) et Grindel (1979) ont montré que 

les spermaties se forment sur des cultures âgées de 30 à 45 jours . 
- Le pourcentage de carpogenèse des sclérotes est relativement stable 

malgré la différence dans l'âge des cultures. 

B.- EFFET DES CONDITIONS LUMINEUSES SUR LA PRODUCTION 

DES SPERMATIES ET LE TAUX DE CARPOGENESE 

1) Protocole expérimental 

Pour tester l'effet des conditions lumineuses sur la production des 

spermaties et sur la carpogenèse, nous avons produit des spermaties en 

conditions d'éclairement alterné (12 h. de lumière/l2 h. dl obscurité à 18°C) 

et des spermaties à l'obscurité totale; les deux lots de spermaties ainsi 

obtenus ont été utilisés à l'âge de 45 jours pour effectuer des 

spermatisations. 



2) Résultats 

D'après le tableau 11.18 nous pouvons constater que: 

- Les conditions lumineuses dans lesquelles les spermaties utilisées 

ont été produites n'ont aucun effet sur la vitesse de la carpogenèse. 

- Le taux de germination des sclérotes mis au contact de spermaties 

produites à la lumière est relativement plus élevé que lorsque des 

spermaties produites à l'obscurité sont utilisées. 

Nous pouvons dire que l'énergie lumineuse a un certain effet sur les 

spermaties, celles qui ont été produites à la lumière paraissent plus 

actives et plus efficaces pour la fécondation. Nous avons déjà montré que 

les conditions lumineuses avaient une certaine influence sur la vitesse et 

le taux de germination des sclérotes. 

C.- EFFET DE LA CONCENTRATION EN SPERMATIES 

SUR LE TAUX DE CARPOGENESE 

Pour effectuer cette étude nous avons posé deux questions : 

- La concentration des spermaties a-t-elle un effet sur le taux de 

carpogénèse ? 

- Quelle est la concentration minimale de spermaties à utiliser pour 

obtenir le maximum de carpogenèse ? 

1) Protocole expérimental 

Nous avons préparé une suspension de spermaties bien concentrée 

(solution mère). A partir de cette suspension nous avons préparé 8 

concentrations différentes en diluant la solution mère avec le volume 

nécessaire d'eau distillée stérile. La spermatisation a été effectuée en 



Tableau II. 18. 

Pouvoir fécondant des spermaties en fonction des conditions 
d'éclairement dans lesquelles elles ont été produites 

spermaties produites spermaties produites 
à la lumière* à l'obscurité totale 

Essais 

l* = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote 
2* = Temps moyen d' apparition des initiales apothéciales (en semaines). 
* = 12 h. lumière / 12 h. obscurité. 



ajoutant 3 ml de la suspension spermatienne et 6 ml d'eau distillée stérile 

dans chaque tube ( 2 0 0  125 mm) et 10 sclérotes par tube. 

2) Résultats 

- Les résultats décrits dans le tableau 11.19 montrent que les 

initiales apothéciales apparaissent toujours à partir de la 4ème semaine, 

quelle que soit la concentration de la solution de spermaties utilisée. 

Nous pouvons donc dire que la concentration en spermaties n'a aucun effet 

sur la vitesse de carpogenèse. 

- Les concentrations spermatiennes les plus fortes donnent des taux de 

germination un peu plus élevés que les concentrations faibles (2 a 2,9 

apothécies par sclérote), cette différence n'est pas très significative. 

Nous avons constaté que les cellules ascogoniales peuvent se former même en 

l'absence des spermaties. Donc cette différence de taux de germination 

entre les fortes et les faibles concentrations des spermaties semble 

pouvoir être interprétée comme une augmentation de la possibilité de 

contact entre les spermaties et les cellules ascogoniales. Les spermaties 

n'ont pas d'effet sur la formation des ascogones, le nombre en étant 

relativement limité par la taille et la forme du sclérote. 

3) Conclusion 

D'après ces résultats nous pouvons constater que : 

- L'âge des spermaties n'a aucun effet sur la vitesse et le taux de 

carpogenèse. 

- Les spermaties de Bo;trtyLb dnerrea se forment à partir du 15 ème jour 

après le repiquage et elles sont capables de féconder les ascogones 

pendant à peu près 12 mois. 

- L'énergie lumineuse a un certain effet stimulant sur les spermaties 



Tableau II. 19. 

Effets de différentes densités de population des spermaties sur la formation des apothécies 

Essais / 1': 2" 1;t 2 f: 1" 2': 1" 29: 1" 2': 1': 2" 1" 29: 

N = Nombre de spermaties /ml; s = Spermaties 1* = Moyenne du nombre d'apothécies par sclérote 
2.: = Première semaine d'apparition des initiales apothéciales 



produites à la lumière. Elles paraissent plus actives et plus 

efficaces pour la fécondation. 

- La concentration en spermaties n'a aucun effet sur la vitesse de 

carpogenèse. Par contre les concentrations plus fortes donnent des 

pourcentages de germination plus élevés que les concentrations 

faibles. 
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CONCLUSIONS GENERALES 

L'étude de la reproduction sexuée in vitro du Sclerotinia fuckeliana, 

démontre la complexité du cycle de ce champignon qui se compose de 3 

longues étapes : 

1) Production de sclérotes et de microconidies (15 jours à 18°C à 

l'obscurité). 

2) Conditionnement de sclérotes (1 mois à 0°C à l'obscurité). 

3) Production des apothécies (1 mois à 14°C à la lumière). 

La production des apothécies dépend de l'influence simultanée et 

optimale de nombreux facteurs : 

- Facteur génétique: elle résulte de la compatibilité génétique des 

souches. 

- Facteurs externes : la production de sclérotes (période A) peut être 

obtenue sous une large gamme de températures, elle est optimale à 18°C. Le 

conditionnement des sclérotes (période B) effectué à partir de 0°C jusqu'à 

7°C donne les meilleurs résultats; par contre les basses températures -10°C 

et -20°C induisent des changements dans leur structure interne, sans doute 

responsables du retard dans la production des apothécies. La formation des 

apothécies (période C) se réalise pour des températures comprises entre 

10°C et 15°C. Les températures supérieures ou inférieures l'inhibent. 

La lumière est indispensable pour la formation des apothécies (période 

C photoindépendante), et elle n'a pas d'effets sensibles sur la production 



de sclérotes. La lumière rouge ralentit nettement la vitesse de maturation 

des apothécies et la lumière proche W diminue le pourcentage de 

germination des sclérotes. Cette diminution résulte de l'effet stimulant 

de la lumière proche UV sur la conidiogenèse. 

Ce cycle nécessite des conditions nutritives équilibrées, soit sous 

forme de certains substrats naturels (broyat de grains de blé), soit 

fournies par un milieu synthétique dont certains macroéléments ( K  et Mg) 

jouent un rôle particulier. L'absence de potassium ou de magnésium dans le 

milieu synthétique inhibe la formation des sclérotes. Les mêmes formes 

d'apport du carbone, de l'azote et également les mêmes concentrations en 

ces éléments dans le milieu favorisent la formation des sclérotes et celle 

des microconidies. Les milieux naturels et les milieux synthétiques riches 

en carbone et en azote stimulent la production de mycélium, de sclérotes et 

de microconidies. Mais le champignon produit chaque forme selon la priorité 

et l'importance de chacune dans le cycle biologique. Celui-ci commence 

toujours par la formation de mycélium, ensuite celle de sclérotes et enfin 

celle de microconidies. Cet ordre ne change pas même si les facteurs 

externes sont modifiés. Il n'y a que des variations quantitatives de 

production pour chaque forme, seul le facteur génétique modifie cette 

priorité. 

Le terreau, substrat utilisé comme support riche en carbone et azote 

organiques et en éléments minéraux, stimule et accélère la formation des 

apothécies beaucoup mieux que les milieux pauvres précédemment cités comme 

les meilleurs. 

L'âge de la culture spermatienne et le nombre moyen de spermaties 

utilisées ainsi que la manière dont les spermaties utilisées pour la 

spermatisation sont produites, n'ont pas d'effet sensible sur la 

pourcentage de carpogenèse; par contre la spermatisation très précoce 



(après la maturation du sclérote directement) stimule et accélère la 

carpogenèse. 

Une humidité élevée stimule la formation des microconidies, de même le 

bas potentiel hydrique diminue ou inhibe la carpogenèse. 

L'ensemble de ces exigences démontre l'antagonisme entre l'évolution 

sporophytique concrétisée par la formation des ascocarpes fertiles et le 

développement gamétophytique du champignon dont la croissance mycélienne et 

la formation de sclérotes et de microconidies peuvent s'accomplir dans un 

environnement très différent de celui qui est nécessaire à sa 

sexualisation. 

Ces résultats ont permis de définir cytologiquement les principales 

étapes de l'ontogénie sexuée de ce champignon. 

La spermatisation est indispensable pour avoir la phase 2N. Les 

spermaties sont capables de féconder les cellules ascogoniales directement 

après leur formation. Ainsi la fécondation de ces cellules se produit à 

l'intérieur du sclérote et par suite l'apparition des initiales 

apothéciales a toujours lieu après la spermatisation. Les conidies ne sont 

pas capables de féconder directement les cellules ascogoniales, mais une 

passage obligatoire à l'état spermatien est indispensable pour effectuer la 

fécondation. Il faut également noter que nous n'avons pas réussi à faire 

germer les microconidies soit dans l'eau soit sur des milieux nutritifs, 

donc nous considérons qu'elles n'ont pas de rôle autre que celui qui est 

habituellement attribué aux spermaties. 

Le mycélium, les sclérotes, les conidies, les ascospores et les 

paraphyses sont capables de produire des spermaties dans l'eau à des 

températures basses (12°C jusqu'à 4°C). 

Les sclérotes gardent leur capacité à la carpogenèse après une longue 

période de conservation à 0°C et à 7OC. Par contre ils la perdent après un 



court séjour à des températures très basses -10°C et -20°C, mais ils 

restent capables de donner naissance à un mycélium.0n peut dire que la 

congélation est léthale pour les ascogones et que celles-ci sont très 

fragiles. 

Enfin, nous tenons à préciser que la longue durée de ce cycle sexuel 

(environ 3 mois) et le manque d'étuves climatisées nous ont nous empêché de 

mettre en évidence quelques points qui nous ont paru intéressants surtout 

l'effet du froid sur la la formation des cellules ascogoniales et 

l'évolution nucléaire chez ce champignon. 
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MATERIEL ET METHODES UTILISES 

A.- Milieux de culture 

1) milieu grains de blé (Drayton 1937). 

8 g de grains de blé + 25 ml d'eau distillée sont introduits dans une 

boîte de Pétri en verre, et autoclavés à 0,5 atmosphère. Ce milieu donne 

des sclérotes ayant des tailles différentes et un cortex dur qui retarde la 

carpogénèse par rapport aux autres milieux. 

2) milieu broyat de grains de blé 

320 g de broyat de grains de blé dans un litre d'eau distillée, 

autoclavés pendant 20 minutes à 0,5 atmosphère, et répartis dans des boîtes 

de Pétri (25 ml par boîte). 

3) milieu Pomme de terre. 

200 g de pulpe de pomme de terre finement broyée sont mis à bouillir 

dans un litre d'eau distillée pendant 10 minutes. Après refroidissement la 

pulpe est filtrée sur de la laine de verre et le volume du filtrat est 

ramené à sa valeur initiale par addition d'eau distillée. Gélosé à 2% et 

autoclavé à 0,5 atmosphère pendant 20 minutes, ce milieu est réparti dans 

des boîtes de Pétri (25 ml par boite). 

4) milieu P.D.A. (Potato Dextrose Agar) 

Ce milieu se compose de milieu pomme de terre + 20g de dextrosellitre. 



5) milieu P.D.B. (~otato Dextrose Agar) 

Ce milieu se compose de milieu pomme de terre sans gélose. 

6) milieu malt-agar 2% 

20 g d'extrait de malt + 15 g de gélose dans un litre d'eau distillée, 
autoclavés pendant 20 minutes à 0,5 atmosphère, et repartis dans des boîtes 

de Pétri (25 ml par boite). 

7) milieu Botrytis cinerea separation agar. 

Ce milieu contient les élément suivant: 

- Glycerol ---------- 5 g KC1 --------------- 1 g 
- Sorbose ----------- 2,5 g KH2pO4 ------------ 

. O, 15 g 

- Hydrolysat de ~ ~ ~ 0 3  ------------- 3 g 

caséine ----------- 5 g ~ ~ ~ 0 4  ------------- 0,s g 

- Extrait Agar -------------- 20 g 

de levure --------- 3 g Eau distillée ----- 1 litre 

5) milieux synthétique 

a) milieu Czapek-agar 

Ce milieu contient les élément suivants : 

- Nao3 ------------- 3 13 FeS04,7H20 ------ 0901 g 
- K2Hp04 ------------ 1 g Sucrose --------- 20 g 

- MgS04,7H20 -------- 0,5 g Agar ------------ 15 g 
- KC1 --------------- 0,5 g Eau distilleé --- 1 litre 



b) milieu synthétique utilisée par Kamoen (1963) 

Le milieu minéral de base contient les élément suivants: 

- m 4  ~ 0 3  ------- 0,800 g - Fe C13,6H20 ----- 2,703 mg 

- KH2 PO4 ------- 1,361 g - Cu C12,2H20 ----- 0,170 mg 

- Mg S04.7H20 --- 0,616 g - Mn C12,4H20 ----- 0,198 mg 
- Na Cl --------- 0,058 g - Zn Cl2 ---------- 0,136 mg 

- Na2.M004,2H20 --- 0,242 mg - Eau distillée --- 1 litre. 

- Co C12,6H20 ----- 0,119 mg 

On ajoute ensuite du glucose (20 g / litre) et de l'agar-agar (15 g / 

litre), le pH est ajusté à 5,5. 

c) milieu Huguenin (1970). 

- Mg S04,7H20 ---  0,s g 

- K2 S04 -------- OY5 8 

- Ca Cl2 -------- 092 g 
- K2Hp04 -------- 091 g 

- KH2PO4 -------- 098 g 
- ~ ~ 0 3  - ------- 1 g 

- Glucose ------- 20 g 

- Agar-agar ----- 15 g 
- pH 595 

- Fe S04,7H20 ---- 095 mg 

- Zn S04,7H20 ---- 0,s mg 

- Cu S04,5H20 ---- 0,02 mg 

- Mn C12,7H20 ---- 0,02 mg 

- Ti S04,5H20 ---- 0,02 mg 

- ~07(NH4)6,4~20-- 0,2 mg 

- Thiamine ------- OP2 mg 

- Eau distillée -- 1 litre. 

B.- Méthodes utilisées pour l'isolement des souches. 

1) Isolement des souches monoascosporées: 

Nous avons utilisé la méthode suivante pour isoler les ascospores: 

- écraser aseptiquement une partie d'une apothécie adulte dans une 

goutte d'eau stérile, sur une lame porte-objet. 



- utilisation d'un micromanipulateur (De Fonbrune) pour isoler les 

ascospores séparément en utilisant une chambre à huile avec quelques 

gouttes du milieu P.D.B. 

- incuber les chambres à huile pendant 2 semaines à 18°C pour que les 

ascospores puissent se développer rapidement. 

- dès que les hyphes résultant du développement des ascospores sont 

visibles à l'oeil nu, on les transfère sur des morceaux de carotte 

autoclavés en tubes. 

2) Isolement des ''souches sauvages": 

Pour les isoler nous avons utilisé la technique suivante: 

- Trempage des fragments végétaux support pendant 2 minutes dans 

l'alcool éthylique à 96", 

- Désinfection de ces fragments par passage pendant 2 minutes dans 

une solution contenant 15 g/l d'hypochlorite de calcium, 

- Rinçage par passage dans l'eau distillée pendant 10 minutes. 

L'isolement s'effectue en réalisant dps coupes très petites de 

quelques millimètres d'épaisseur qui sont déposées aseptiquement sur 

milieu Botrytis cinerea separation agar (Miloslav 1978) en boîtes de 

Pétri . 

C.- Méthode utilisée pour préparer des suspensions microconidienne, 

conidienne. 

Après avoir préparé une suspension globale constituée de mycélium, de 

macroconidies et de microconidies dans l'eau stérile, nous l'avons placée 

en agitation rotative pour séparer les hyphes, les microconidies et les 

conidies. Par filtration sur laine de verre stérile nous avons éliminé les 

hyphes. Ensuite en effectuant un passage à travers un filtre 0,45 pm nous 



avons séparé les macroconidies des microconidies. 

D.- Les techniques cytologiques utilisées. 

1 ) Observation directe et photographie. 

Les échantillons sont maintenus à l'état humide; les observations 

morphologiques directes sont effectuées à l'aide d'une loupe binoculaire: 

Les photographies ont été réalisées avec un appareil OLYMPUS sur films 

ILFORD (PANF 135). 

2) Techniques utilisées pour la microscopie photonique. 

a) Préparation par écrasement, coloration. 

Des préparations par écrasement ont permis d'étudier la morphologie et 

la structure des composants de l'hyménium des apothécies: paraphyses et 

surtout asques et ascospores. Elles sont réalisées à partir des fragments 

d'apothécie dans une goutte d'eau ou d'un réactif colorant. 

Les colorants usuels ont été utilisés : 

- Bleu coton acétique, colorant en bleu la callose, contenuedans 

la paroi du champignon. Dénué de spécificité étroite, le 

colorant se fixe également sur le noyau et divers constituants 

cytoplasmiques. 

- Lugol, qui colore en bleu les composés amyloïdes des parois 

ascales et en brun le glycogène. 

b) Fixations, coupes à la paraffine, colorations. 

L'étude précise de la structure du sclérote et des apothécies et du 

développement de ces dernières a été effectuée à partir de coupes sériées à 

la paraffine. 



- plusieurs mélanges fixateurs ont été utilisés dans un but comparatif; 

leur choix s'est fait également en fonction des colorations prévues. 

Nous avons choisi des sclérotes mûrs sans spermatisation, des 

sclérotes spermatisés, des sclérotes portant des ébauches 

d'apothécies, et des apothécies. 

Les échantillons sont fixés par immersion dans les liquides 

fixateurs. Ils ne sont pas passés sous vide, ce qui pourrait empêcher 

la réussite de l'inclusion. La fixation se poursuit à la température 

ambiante pendant un temps qui varie selon les fixateurs. Toute trace 

de fixateur est ensuite éliminée par rinçage ( à  l'eau ou à l'alcool 

selon le fixateur). 

Les méthodes de fixation suivantes ont été utilisées : 

f:) Fixation selon WESTBROOK ( 1935) 

Formule : formol neutre......................... 6,5 ml 

acide acétique cristallisable ......... 2,5 ml 
alcool éthylique à 50°............ .... 100 ml 

Temps de fixation : 18 heures. 

**) Fixation selon HELLY (in LANGERON, 1949) 

Formule : 

solution (1) 

bichromate de potassium .. 7,5 g 
........ sulfate de sodium 3 g 

eau distillée ............ 100 ml 
30 ml de solution (1) additionnés au moment de l'emploi de : 

bichlorure de sodium 7 % .... 70 ml 
formule neutre .............. 5 ml 



Temps de fixation : 3 à 4 heures. 

Lavage : à 1' eau. 

- La fixation est suivie d'une déshydratation par l'alcool éthylique 

(alcool à 70": 2 fois 15 minutes, alcool à 95": 2 fois 30 minutes, 

alcool absolu: 3 fois 30 minutes, puis une nuit). On effectue ensuite 

une imprégnation par l'essence de cèdre, solvant de la paraffine, 

puis par la paraffine elle-même à 56°C (3 bains successifs répartis 

sur 3 jours). 

L'inclusion définitive se fait dans la paraffine à 56°C: les 

échantillons y sont soigneusement orientés, de façon à obtenir des 

coupes perpendiculaires à la surface du sclérote ou des apothécies. 

Les coupes de 7 mm d'épaisseur sont exécutées à l'aide d'un microtome 

de JUNG, collées sur des lames porte-objet, enduites d'eau 

albumineuse puis séchées à l'étuve . 
Après séchage, elles sont déparaffinées (3 bains de toluène, 3 bains 

d'alcool à 95"), puis rincées à l'eau courante, et enfin colorées. 

- Plusieurs colorations ont été utilisées. La plus fréquente est la 

double coloration hématoxyline ferrique-éosine. 

Cette coloration est effectuée sur coupes de matériel fixé selon les 

deux méthodes utilisées. Les coupes sont immergées pendant 3 à 4 

heures dans une solution aqueuse à 6 % d'alun de fer et d'ammonium 

qui permet le mordançage de la coloration par l'hématoxyline. Elles 

sont ensuite rincées et placées dans l'hématoxyline ferrique préparée 

selon la formule suivante : 

................ hématoxyline 10 g 

glycérine ................... 100 ml 
............... alcool absolu 100 ml 

eau distillée ............... 800 ml 



Après 16 à 24 heures une régression de la coloration est obtenue par 

immersion des coupes dans une solution aqueuse à 3 % d'alun de fer et 

d'ammonium; cette régression est contrôlée pour chaque coupe sous le 

microscope et, en principe, sappée lorsque les noyaux peuvent être 

repérés ou que les contenus cellulaires sont distincts. 

Les coupes sont alors placées dans un bain d'éosine à 1 % dans l'eau 

distillée pendant 30 minutes, ce qui permet d'obtenir une coloration 

de fond facilitant l'observation. 

Après coloration les coupes sont montées dans le baume du Canada et 

finalement observées à l'aide d'un microscope LEITZ. Pour l'étude 

ontogénique des apothécies la série complète des coupes d'une 

apothécie ou d'une ébauche en cours de développement est observée, 

mais les coupes axiales sont retenues pour être dessinées, à l'aide 

d'une chambre claire montée sur le microscope, ou photographiées 

(microscope LEITZ ORTHOLV'X, films ILFORD, PANF 135 et Kodachrome, KR 

135) 

4) Techniques utilisées pour la microscopie électronique à balayage 

L'étude précise de la surface des sclérotes et des apothécies a été 

effectuée en utilisant deux techniques différentes; la deuxième est 

trés simple et moins longue, mais les deux techniques ont donné des 

résultats satisfaisants. 

- Technique 1 

a) Les échantillons sont fixés par imprégnation pendant 2 heures 

dans un mélange suivant : 

glutaraldéhyde 7 % ......... 1 vol. 
eau distillée ............... 2 vol. 



Ensuite, on fait 3 lavages avec du tampon cacodylate, chaque fois 1 

heure; les deux étapes sont effectuées sur glace (au réfrigérateur). 

b) Les échantillons sont post-fixés pendant 4 heures par l'acide 

osmique, ensuite rincés dans le tampon vernal 3 fois (chaque 

fois 10 minutes), et enfin rinçés dans l'eau distillée pendant 

une nuit . 
c) La fixation est suivie d'une déshydratation par l'alcool 

éthylique (30°, 70°, 90°,et 100" absolu) chaque bain durant 10 

minutes. 

d) Rinçage dans un bain d'alcool 100". 

- Technique 2 

Ce technique a été mise au point par Robert A.Samson (1979). 

a) La fixation consiste en une imprégnation des échantillons 

pendant 5 heures par la glutaraldéhyde 7 % ( sur glace ). 

b) Rinçage dans l'eau distillée deux fois 10 minutes pour 

éliminer toute trace de fixateur. 

c) Déshydratation par le diméthoxy (2-2)propane pendant 10 

minutes. 

d) Rinçage dans l'acétone 100 % deux fois 10 minutes. 

e) Imprégnation dans le diméthoxy (2-2)propane pendant une nuit . 
Après la fixation, les échantillons sont passés au point critique et 

ensuite ils sont métallisés. Les observations sont effectuées à l'aide d'un 

microscope électronique à balayage (JEOL 840). 
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PLANCHES 



Planche 1 

- Cliché 1 : 

- Cliché 2 : 

- Cliché 3 : 

- Cliché 4 : 

- Cliché 5 : 

microconidiogénese (un microconidiophorej . X 4300. 

surface d'une apothécie adulte. des asques (a), 
des ascospores (as) et des paraphyses (p). X 2700. 

surface d'une disquette (phialides 
microconidiogenes à la surface d'un apothécie). 
X 1000. 

formation des microconidies par des sclérotes. 
X 650. 

pore circulaire au sommet du stipe que vient 
de s'ouvrir (stade 5 du développement des 
apothécies de Bo;tttyo&LnLa &uck&anaj. X 750. 

- Cliché 6 : très jeune apothécie avec un voile membraneux 
recouvrant l'hyménium. X 1000. 

- Clichés 7 et 8 : sommet d'un stipe (stade 4 du développement des 
apothécies de BohyoLLnLa &uck&ana) . 
cliché 7, X. 850; cliché 8, X. 1200. 

- Clichés 9 et 10 : début de la formation du stipe et l'apparition à 
la surface de sclérote (stade 3 du développement 
des apothécies de Bo;tttyoLLn.ia .,$uck&ana). 
cliché 9, X. 450; cliché 10, X. 350. 

- Clichés 11 et 12 : développent d'un stipe (stade 4 du développement 
des apothécies de Bo;tttyo.tinia &uck&ana). 
cliché I l ,  X. 250; cliché 12, X. 180. 

- Cliché 1 3  : disposition en disquettes des phialides sur la 
surface d'un apothecie. X. 33. 

- Cliché 14 : début du renflement de l'extremité du stipe 
(stade 5 du développement des apothécies de 
BoLtyoLLnLa &uckdiana). X. 170. 





Planche 2 

- Photo 1 : stade (1) du développement des apothécies de Boixyofinia 
&uck&ana. X. 1250. 

- Photo 2 : stade (2) du développement des apothécies de Boixyoa2nLa 
&uch&ana. X .  1250. 

- Photo 3 : stade (3) du développement des apothécies de B o i x y o $ L ~  
&uch&ana. X. 1250. 

- Photo 4 : stade (4) du développement des apothécies de BofiyoLLutia 
&uck&ana. X .  1250. 

- Photo 5 : stade (5) du développement des apothécies de Bo;ttLyoLL& 
&uch&ana. X. 800. 





Planche 3 

- Photo 6 : s t a d e  ( 6 )  du développement des apothéc ies  de B u L t y o L X a  
&uch&ana 

- Photo 7 : Asques; a e t  b deux jeunes  asques; c ,  asque mûr avec 8 
ascospores;  d ,  asque v ide .  X. 500. 

- Photo 8 : Coupe long i tud ina l e  d 'un  s c l é r o t e  t r a i t é  pendant 1 mois à 
-20°C; ce, c o r t e x  ex terne ;  md, médulla dense; f ,  f i l m  de  
c e l l u l e s  mortes;  w, nouve l l e  couche c o r t i c a l e  i n f é r i e u r e .  
X.  500. 

- Photo 9 : Coupe long i tud ina l e  d 'un  s c l e r o t e  t r a i t é  pendant 1 mois à 
-lO°C; ce,  c o r t e x  ex te rne ;  c i ,  co r t ex  in t e rne ;  md, médulla 
dense; t ,  médulla l âche  ap rès  s a  t ransformat ion  en une 
couche médul la i re  dense; f ,  f i l m  de c e l l u l e s  mortes.  
X.  320. 

- Photo 10 : Formation des  apothéc ies  dans un tube  de c u l t u r e .  





Planche 4 

- Photo 11 : jeune asque avec son appareil apical. X. 320. 

- Photo 12 : Formation de deux apothécies sur un seul stipe. 

- Photo 1 3  : Formation de microconidies sur le sommet d'une paraphyse. 
X. 320. 

- Photo 14 : Formation des microconidies par des conidies. X. 1250. 

- Photo 15  : Formation des microconidies par des ascospores. X. 1250. 

- Photo 16 : Formation des microconidies par du mycélium. X. 500. 

- Photo 17 : Coupe d'un sclérote montrant des microconidiophores à la 
surface. X. 500. 

- Photo 18 : Aspect d'hyphes microconidiennes portant des 
microconidiophores. X. 500. 

- Photo 19 : Aspect général des hyphes microconidiennes mêles à des 
hyphes végétatives de B o ; t r t y h  chmea .  X. 500. 





Le Botagiti6 dnrvrea, anamorphe du 8o;trryo;tinia 4u 
"la pourriture grise" âe nombreuses plantes et de la 
Le cycle, biologique de cet organisme implique une 
par conidies et un processus sexué dans lequel inte 

spernsaties assurant la fécondation. ;r 4)t' 
sur Lesquels se forment des apothécies et de 

Un recensement des connaissances acquises quant A ce 
l'existence de grandes disparités1 entre le4 rdsultats rappor 
essayé de ddf inir les conditions optimales 4' obtention 
phases du cycle afin de mieux connaître la bkologia de ce pa 

LI ouvrage que nous présentons comportq, ' essentiellement 2 
- Dans la premiire partie, nous avons étudie diffé 
sur lesquels le 8o.tSkii1 cinertea est capable de se 
ensuite dafini les modifications da la composition 
permettant d'obtenit prdférentLellenmt du mycélittia, 
scl4rotes ou des microconidies. 
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