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Ber. Schweiz. Bot. Ges. 84 (1), 53—72 (1974)

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

agent du coitre de la vigne.
II. Etude du processus de la germination.

par Michel Aragno

Laboratoire de Cryptogamie
Institut de Botanique de l'Universite Neuchätel

Manuscrit re?u le 12 novembre 1973

Introduction

Dans la premiere partie de ce travail (Aragno, 1973) nous avons montre que
les spores de C. diplodiella ne germent bien qu'en presence d'acide L(+)tartrique;
les acides D(+)malique et mesotartrique provoquent egalement la germination,
mais inhibent la croissance apicale. Les conditions physicochimiques optimales
de la germination in vitro correspondent bien ä Celles du milieu naturel, la pulpe
des raisins en cours de maturation.

Nous tenterons ici, par une etude du processus de la germination, de mieux

comprendre le mode d'action de l'acide tartrique.

Materiel et methodes

Les souches, milieux et methodes decrits dans le travail precedent (Aragno, 1973) sont

repris ici. Toutefois, le milieu de germination devant etre change au cours de certaines

experiences, nous avons use d'une autre methode, qui consiste a faire germer les spores sur

membrane filtrante.
10 ml d'une suspension de spores dans une solution de NaCl 50 mM (5.104 spores/ml environ)

sont filtres sur membrane Sartorius, type SM 11.302, porosite 2 ß (selon Hagen-Poiseuille),

diametre 47 mm. Le filtre est ensuite place sur le milieu, soit gelose (8 ml par botte de Petri
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de 5 cm), soit liquide, impregnant alors un tampon de cellulose. Pour changer de milieu,
les flitres sont enleves, places sur le porte-filtre, laves par passage de 50-100 ml d'une solution
sterile 50 mM de NaCl, en aliquotes de 5 — 10 ml, et deposes enfin sur le nouveau milieu.

L'observation directe est malaisee, vu l'opacite du filtre. Celui-ci devient transparent
lorsqu'il est plonge dans un milieu de meme indice de refraction (1,515). Aussi avons-nous
procede comme suit: on decoupe, dans le filtre portant les spores, un carre de 1 cm de cote
environ. On le colore 5 minutes par immersion dans une solution alcoolique de 0.5% de
fuchsine basique, puis on le lave 3 fois a l'eau, on le deshydrate rapidement, on le place
dans du toluene jusqu'ä ce qu'il devienne completement transparent, et on le monte au
Caedax, entre lame et lamelle. Cette methode a en outre l'avantage de conserver des temoins
de chaque experience.

Resultats

1. Cinetique de l'apparition du tube germinatif

Un des interets de l'etude de la germination des spores en general est qu'il
s'agit souvent d'un phenomene assez bien synchronise : idealement, dans une
population de cellules identiques, toutes dans le meme etat physiologique au
depart (dormance), un traitement activateur a pour effet de declancher,
simultanement chez toutes les spores, une succession de phenomenes biochimiques
transformant la cellule dormante en une cellule en etat de vie active normale
(activite metabolique, croissance). Theoriquement done, si cette succession
se faisait avec un synchronisme parfait dans toutes les spores, l'apparition de tous
les tubes germinatifs devrait avoir lieu au meme moment. En fait, ces conditions
ideales ne sont jamais realisees. La population des spores peut done se repartir
en fonction du temps necessaire ä l'apparition du tube germinatif, le graphe
de cette repartition s obtenant par derivation de celui de la cinetique de
germination.

En considerant la moyenne des resultats de plusieurs experiences, nous avons
obtenu des courbes cinetiques moyennes de germination, ä 27°C, dans le moüt
(20% dans le tampon glycine - HCl 50 mM pH 3,5 : 7 experiences) et dans
le milieu minimum (tampon tartrate 50 mM, pH 4,0 : 5 experiences).

Technique de germination: goutte pendante, en chambre humide. Les resultats individuels
ont ete multiplies par le facteur:

100
% de germination en 24 h

de fa9on ä ne pas tenir compte de la proportion, variable d'une experience ä l'autre, de spores
n'ayant pas germe en 24 h, que nous assimilons ä des spores non viables.

Resultats: fig. 1. La derivation graphique des courbes obtenues nous donnerait
la repartition en fonction du temps de germination. Cette repartition peut etre
ramenee ä une distribution normale de type:
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Fig. 1:

Cinetique de l'apparition du tube germinatif.

o: germination dans le moüt 20%, tampon glycine-HCl
SO mM pH 3.5, moyenne de 7 experiences.

+: germination dans le milieu minimum (ac. tartrique —

NaOH 50 mM, pH 4.0), moyenne de 5 experiences.

Les courbes en trait continu sont les graphes de la fonction (5)
appliquee aux valeurs experimentales.

(x-AO2

(1) f(x) ———e °2 pourx>a
\j2no

et f(x) 0 pour x < a

x temps apres le debut de l'activation
ß temps apres le debut de l'activation oil la frequence

d'apparition des tubes germinatifs est maximale
(=£ temps moyen de germination).

a ecart type de la distribution
a temps necessaire ä l'apparition des premiers tubes

germinatifs.

La cinetique de germination s'exprimerait alors par l'integrale:

(2) % germination 100 J f(x) 100 F(x) — F(a)

Eidg, Techn. Hochschule

INSTITUT m SPEfrELLE BOTANIK

BULlüTHEK

8006 Zürich, Universitätsstr.2



Une autre relation pouvant s'exprimer sous forme lineaire permet en general
une assez bonne representation de la cinetique de germination.

Soit G nombres de spores germees
nombre de spores non germees

On constate en general (McCormick, 1964) que le log de G varie ä peu pres
lineairement avec le log du temps, soit:

(3) InG klnx — h qu'on peut exprimer:
(4) G e~hxk

oü k et h sont des constantes caracterisant Failure
de la courbe.

On a alors:
e-hxk

(5) g(% de germination) 100 -

-hvk

Le temps apres le debut de l'activation oil la frequence d'apparition des tubes
germinatifs est maximale (p) s'obtient en posant: g" O, d'oii:

k/ k—1 h

ou:

(6) M 7 frH e

Soit m le temps moyen de germination. G(m) 1, d

h —
(7) In m —— soit m ek

k

Une mesure de la dispersion nous est donnee par s temps necessaire pour
passer de G 1 ä G e:

X
(8) s m(ek_ i)

En appliquant graphiquement nos resultats experimentaux ä la relation (3),
nous obtenons les valeurs suivantes des parametres:

a) Pour la cinetique de germination dans le moüt:

k 4,3 et h 5,9
d'oii nous tirons: m 3,95 et s 1,03

e-4,3 x 5,9
Le graphe de la fonction g 100 7-^5—7~ö~

1 + e"^'J x

est represente ä la fig. 1 (trait continu).

b) Pour la cinetique de germination dans le tartrate:

k= 3,4 eth= 6,4
d'oii nous tirons: m 6,55 et s 2,22

e-3,4 x 6,4
Le graphe de la fonction g 100 o s z-

est represente ä la fig. 1 (trait continu).
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2. L'activation

L'action de l'acide tartnque doit-elle s'etendre sur toute la duree de la germination,
ou, au contraire, un traitement de plus courte duree suffit-il ä assurer l'achevement
ulteneur du phenomene dans un milieu depourvu de cet acide9

2 1 Cinetique de l'activation

Principe On met des spores en presence d'acide tartnque pendant un temps t,
puis on les place sur un milieu tamponne de memes pH et concentration, mais sans

acide tartnque, pendant 24 h — t On expnmera le % de germination en fonction
de t

Methode de germination sur membrane filtrante

Milieux de germination
(1) acide tartnque — NaOH 50 mM pH 4.5 + agar 1,4%
(2) acide citnque — NaOH 50 mM pH 4 5 + agar 1,4%

Resultats fig 2 Dans cette experience, 13% des spores ont germe sans
activation et, en 24 heures dans le milieu au tartrate, 93% des spores ont germe.
En ne tenant compte, m des spores aptes ä germer dans le citrate sans activation,
m des spores ne germant pas dans le tartrate en 24 h (7%), nous obtenons la
courbe -o-, representant la cmetique 'de l'activation par le tartrate

Vo

Cmetique de l'activation par l'acide tartnque.
+ % de germination en 24 heures au total, ä 27°C,

en fonction du temps d'activation dans l'acide tartnque.
-o % de spores activees par l'acide tartnque (24 h 100%).
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Le temps moyen d'activation (temps necessaire ä activer 50% des spores
dormantes susceptibles de germer) est ici de 2,7 heures environ; il est bien inferieur
au temps moyen de germination (6,7 heures, dans le meme milieu).

Ce temps d'activation peut etre considere comme un „point de non retour"
ä partir duquel les spores sont ä meme de poursuivre leur developpement en absence
de tartrate. Nous verrons toutefois plus loin (p. 61) qu'ä ce Stade, les spores
peuvent etre desactivees par un traitement chimique.

Nous pouvons done distinguer deux phases dans le processus de germination:
— une phase d'activation, d'une duree moyenne, dans ces conditions, de 2,7 heures,

oü la presence d'acide tartrique est necessaire ä assurer la germination.
— une deuxieme phase, oü la germination se poursuit meme en absence d'acide

tartrique, que nous qualifierons, pour cette raison et d'autres que nous verrons par
la suite, de phase prevegetative.

2.2 Activation et anaerobiose

Nous avons montre (Aragno, 1973) que l'oxygene etait necessaire ä l'achevement
de la germination. L'activation seule, comme chez Mucor rouxii et M. hiemalis
(Sussman et Halvorson, 1966) ou chez les ascospores de Neurospora (Goddard, 1935)
peut-elle se faire en l'absence d'02

Principe: On met les spores en presence d'acide tartrique, en anaerobiose,
pendant 4 heures. On les place ensuite sur un milieu non activateur ä concentration
et pH optima, ä l'air ambiant, pendant 20 heures. Parallelement, on fait germer
des spores de la meme population en aerobiose, respectivement 4 heures dans
le tartrate puis 20 heures dans le citrate (temoin de l'activation en presence d'oxygene),
24 heures dans le tartrate (temoin de la germinabilite totale) et 24 heures dans
le citrate (temoin de la germinabilite sans activation).

Technique de germination: sur membrane filtrante; la methode pour la germination
anaerobie est decrite dans la premiere partie de ce travail (Aragno, 1973).

Milieux de germination:
1) Solution d'acide tartrique 50 mM ramenee ä pH 4.5 par NaOH
2) Solution d'acide citrique 50 mM ramenee a pH 4.5 par NaOH

Schema d'experiences et resultats: % germination
Tartrate 4 h ^Citrate 20 h 72
Anaerobiose Air ambiant

Citrate 20 h 72

Suspension Tartrate 4h/* Ak ambiant

de spores "Airambiant\
T̂artrate 20 h 93
Air ambiant

^Citrate 24 h 22
Air ambiant

Conclusion: l'activation se fait normalement en anaerobiose. Seule la suite du
processus de germination exige la presence d'oxygene.

58



2.3 Activation et inhibiteurs

II suffit que l'une des reactions essentielles du processus de la germination soit
bloquee pour que l'apparition du tube n'ait pas lieu.

Nous allons faire Fessai de plusieurs inhibiteurs usuels sur l'ensemble du

phenomene. Nous tenterons ensuite de situer leur action, soit dans la phase

d'activation, soit apres seulement, dans la phase prevegetative.
Nous avons essaye des inhibiteurs de la chaine respiratoire: KCN et NaN3

(cytochrome-oxydase) et antimycine A (cytochrome b / cytochrome c);
de la phosphorylation oxydative: 2,4 dinitrophenol; de la synthese des proteines:
cycloheximide; de la glycolyse: NaF et iodoacetate; du transport: acetate d'uranyle.
Ces inhibiteurs ne sont en general pas absolument specifiques d'une reaction
metabolique, sauf peut-etre l'antimycine A.

L'essai sur toute la duree de la germination va nous permettre de determiner
la concentration minimale d'inhibiteur annulant completement l'apparition du
tube germinatif.

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

Milieu de germination: milieu minimum, pH 4.5, gelose a 1,4%, + inhibiteur (ajoute apres
refroidissement de l'agar ä 45 °C).

Incubation: 24 h ä 27°C; on mesure ensuite le % de germination, qu'on exprime en
fonction de la concentration de l'inhibiteur.

Resultats: fig. 3. La sensibilite des spores de C. diplodiella ä NaN3 est tres elevee.
La concentration active est plus faible que celle utilisee pour des spores d'autres
champignons (ex. 2,5 mM chez Penicillium et Trichoderma (Martin et Nicolas, 1970);
I mM chez Rhizopus (Ekundayo, 1966) et chez Helminthosporium (Mathre, 1969).
II en est de meme du dinitrophenol.

La cycloheximide, l'acetate d'uranyle et KCN sont actifs ä des concentrations
comparables ä Celles experimentees chez d'autres champignons.

L'antimycine A n'inhibe pas la germination ä la concentration la plus forte
que nous ayons pu obtenir (2 qg/ml):

Antimycine A Qug/ml) % germination en 24 h

2 89
1 89
0.5 90
0.2 90
0 96

La croissance du tube germinatif est par contre fortement inhibee ä 2 pg/ml.
A la plus faible concentration bloquant completement la germination, nous allons

voir si les inhibiteurs ci-dessus agissent sur la phase d'activation, ou sur la phase

prevegetative seule.

Milieu de germination: acide tartrique — NaOH 50 mM, pH 4.5, gelose a 1,4%; acide citrique —

NaOH 50 mM pH 4.5 gelose a 1,4%. Inhibiteurs a la concentration indiquee.
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Technique de germination: sur membrane filtrante. 7 experiences en parallele:

1) 4 h dans le milieu au tartrate + inhibiteur, puis 20 h dans le milieu au citrate, sans
inhibiteur (T+I)4C20) : essai de l'inhibition de la phase d'activation.

2) 4 h dans le milieu au tartrate, puis 20 h dans le milieu au citrate + inhibiteur (T4 (C+I)20) :

essai de l'inhibition de la phase prevegetative.

3) 4 h dans le milieu au tartrate + inhibiteur, puis 20 h dans le milieu au tartrate sans
inhibiteur (T+I)4T20) : essai de l'effet sporicide de l'inhibiteur.

4) 24 heures sur milieu au tartrate + inhibiteur (T+I)24) : temoin de l'inhibition totale
de la germination globale.

5) 4 h dans le milieu au tartrate + 20 h dans le milieu au citrate (T4C20) : temoin de l'activation
sans inhibiteur.

6) 24 h dans le milieu au tartrate (T24) : temoin de la germinabilite totale.

7) 24 h dans le milieu au citrate (C24) : temoin de la germinabilite sans activation.

Tableau 1:

Effet d'inhibiteurs sur les phases d'activation et prevegetative.
% de germination en 24 heures d'incubation totale. Explications: voir texte.

Inhibiteur Concentration (T+I)4C20 T4(C+I)20 (T+I)24 (T+I)4T20 T C
4 20 c24 t24

NaN3 15 juM 65 0 0 _ 72 19 92
KCN 600 juM 62 0 0 90 76 14 91
U02(CH3C00)2 10 mM 63 0 0 - 78 18 91
NaF 100 mM 68 0 0 89 76 14 91
Iodoacetate 1 mM 21 0 0 87 78 21 94
Cycloheximide 71 ;uM 30 0 0 90 76 14 91
2,4 dinitrophenol 50 /uM 16 0 0 82 76 14 91

Resultats: % de germination en 24 heures d'incubation totale, cf tableau 1.

Aux concentrations utilisees ici, NaN3, KCN, U02(CH3C00)2 et NaF n'inhibent
presque pas la phase d'activation, alors que la germination globale est completement
bloquee. La cycloheximide inhibe fortement l'activation; l'iodoacetate et le 2,4
dinitrophenol, completement. Toutes ces substances, dans ces conditions, bloquent
la phase prevegetative. Le 2,4 dinitrophenol montre un leger effet sporicide.

2.4 Desactivation

2.4.1 Effet d'un traitement au furfural
Lors d'essais infructueux d'activation avec le furfural (Aragno, 1973), nous

avons observe que les spores normalement capables de germer sans tartrate etaient
desactivees au contact de ce produit, ä la concentration de 5 mM pendant
10 minutes. Le furfural est-il egalement ä meme d'annuler l'activation par l'acide
tartrique?

Technique de germination: sur membrane filtrante
Milieux:
1) Ac. tartrique — NaOH 50 mM pH 4,5, agar 1,4%
2) Ac. citrique — NaOH 50 mM pH 4,5, agar 1,4%
3) Sol. furfural 5 mM imbibant un tampon de cellulose.
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Schema d'experiences et resultats:

% germination
Citrate 6

Furfural 21 h

15 min \Tartrates' ^\^Tartrate 93

3 h X 21h

Suspension' >. Citrate 59
21h

93

Citrate 16
24 h

Conclusion: le furfural, ä une concentration de 5 mM et pendant 15 minutes,
desactive presque completement les spores de C.diplodiella prealablement activees

par l'acide tartrique. Celles-ci ne sont toutefois pas tuees, et germent ä nouveau
si on les replace sur un milieu au tartrate.

2.4.2 Effet d'un sejour ä 4°C

Chez les ascospores de Neurospora tetrasperma (Sun et Sussman, 1960), les

sporangiospores de Phycomyces blakesleeanus (Halbsguth et Rudolph, 1959)
ou les uredospores de Puccinia graminis (Bromfield, 1964), on peut annuler l'effet
de l'activation par un sejour subsequent au froid ou dans un milieu ne permettant
pas la poursuite de la germination. Cette desactivation peut etre relativement
rapide, eile est complete chez Neurospora en 48 heures. Qu'en est-il chez
Coniella diplodiella?

Principe: On active des spores pendant 4 h en presence de tartrate. On les

place ensuite 1 mois sur un milieu non activateur (NaCl 50 mM) ä une temperature
inhibant la germination (4°C), puis on les met ä germer 20 h sur un milieu non
activateur, mais dans des conditions optimales de temperature et pH. Parallele-

ment, on observe sur la meme population de spores: la viabilite apres le sejour de
1 mois ä 4°C (germination subsequente: 20 heures sur milieu au tartrate),
la germination apres le sejour de 1 mois ä 4°C sans incubation subsequente,
l'activation apres 4 heures sur milieu au tartrate, mais sans sejour k 4°C,
la germinabilite totale et la germinabilite sans activation.

Technique de germination: sür membrane filtrante. Incubation a 27°C. Sejour de 1 mois
a 4° sur milieu gelose au NaCl.

Milieux: 1) ac. tartrique — NaOH SO mM pH 4.S, agar 1,4%
2) ac. citrique — NaOH 50 mM pH 4.5, agar 1,4%
3) NaCl 50 mM geiose 1%
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Schema d'experiences et resultats:

% germination
Tartrate 9\

71

5

41

86

Citrate 17
24 h

Conclusions: le sejour d'un mois ä 4°C n'a desactive qu'une partie des spores.
Celles-ci conservent done leur etat d'activation beaueoup plus longtemps que
les ascospores de Neurospora (Sun et Sussman, 1960). Ce sejour n'altere pas
sensiblement la viabilite des spores, tout en bloquant la germination.

3. Effet de la dessication

3.1 Resistance des spores dormantes d la dessication

Pour survivre aux conditions d'un environnement defavorable, les spores de
C. diplodiella doivent presenter une resistance elevee ä la dessication. On sait
(Faes et Staehelin, 1935) que les spores prelevees sur des grappes dessechees

depuis 15 ans germent encore. Terrier (1949) en observe de meme ayant survecu
plus de 20 ans.

Des spores sont deposees, par filtration d'une suspension dans l'eau distillee, sur
membrane Sartorius SM 11 302, puis placees 24 heures a temperature ambiante dans un
dessicateur avec P2Os. Les filtres sont ensuite deposes sur le milieu de germination
(acide tartrique — NaOH 50 mM, pH 4.5, gelose ä 1,4%). Incubation: 24 h a 27°C.
Comme temoin, on met ä germer dans les memes conditions des spores n'ayant pas
subi de dessication.

Resultats: % germination en 24 h

Spores prealablement dessechees 72
Spores non dessechees 86

Une grande partie des spores dormantes reste done viable apres dessication.

63



3.2 Modification de la resistance a la dessication au cours de la germination
Une resistance elevee ä la dessication, bien connue chez de nombreuses especes

de champignons (Fletcher et Morton, 1970), est souvent l'apanage des spores
dormantes, les cellules vegetatives etant tuees par le dessechement. C'est le cas
chez C. diplodiella. A quel moment de la germination cette perte de resistance
apparait-elle?

Principe: les spores sont deposees sur des membranes filtrantes (Sartorius
SM 11 302) par filtration d'une suspension dans NaCl 50 mM. Les membranes
sont ensuite deposees pendant 0, 1, 2, 3 et 4 heures sur le milieu de germination
(acide tartrique — NaOH, 50 mM, pH 4.5, gelose ä 1,4%), puis les spores sont
lavees par filtration d'eau sterile. On met les filtres pendant 24 heures dans un
dessicateur avec P2O5, puis on les replace sur les milieux de germination ä 27°C
pendant 24 heures. On mesure alors le % de germination. Temoin: germination
des spores non dessechees, en 24 heures ä 27°C sur le meme milieu.

Resultats: fig. 4. Le graphe -o- represente les valeurs mesurees, soit le % de

germination en 24 heures, en fonction du temps d'activation avant la dessication.
Nous avons represente sur ce meme graphique (graphe -x-) les resultats de la
meme experience, exprimes en % de spores tuees par le sec ä la suite de l'activation,

soit: 100 — % germination x 4^-. La perte de resistance ä la dessication est

done rapide, et atteint 50% en 2,2 heures.

Fig. 4:

Perte de la resistance ä la dessication
au cours du processus de la germination,
dans le milieu minimum a 27°C.

-o-: % de germination de spores mises
a germer 1, 2, 3 et 4 heures dans
le milieu minimum, puis sechees 24 h

sur P2Os et remises ä germer 24 h
dans le meme milieu.

-X-: meme experience, resultats exprimes
en % de spores ayant perdu leur
resistance au dessechement ä la
suite de l'activation.
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Discussion

1. Type de dormance

Selon la definition de Sussman et Halvorson (1966), toute restriction du

developpement imposee par des facteurs en relation avec la structure ou des

fonctions propres ä la cellule doit etre consideree comme une dormance constitutive.
Ce type de dormance ne peut etre leve que par un traitement qui n'est pas
indispensable au developpement vegetatif de l'organisme.

A l'oppose, le seul traitement necessaire ä briser la dormance environnementale
est le retour ä des conditions permettant le developpement vegetatif.

On peut considerer la dormance des spores de C.diplodiella comme constitutive:
la specificite etroite pour l'acide tartrique et le mecanisme (encore inconnu) de

l'activation sont en relation avec des facteurs propres ä la cellule. Si le champignon
n'a pas besoin de cet acide pour son developpement vegetatif, il est toutefois

x o +
Fig. S:

Representation synoptique de differents evenements survenant
iors de la germination.

En haut: cinetiques.

-X-: Perte de la resistance a la dessication.
-o-: Fin de la phase d'activation.

Apparition des tubes germinatifs.

En bas: temps moyens, memes symboles.
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capable de le metaboliser, et meme de l'utiliser comme seule source de carbone
(Terrier, 1948, in Turian et Staehelin, 1954). D'autre part, le retour au milieu
naturel suffit ä briser la dormance. Les definitions de Sussman et Halvorson (op. cit.)
ne s'appliquent pas bien ä C. diplodiella, qui serait un cas limite.

2. L 'activation par I'acide tartrique
2.1 Les evenements du processus de germination

II est malheureusement impossible, en general, d'etudier dans une seule spore
la succession des evenements de la germination. On doit done estimer leur duree
dans une population.

La fig. 5 donne une representation synoptique des differents evenements
survenant lors de la germination: perte de resistance ä la dessication, fin de la
periode d'activation, apparition des tubes germinatifs.

La perte de resistance ä la dessication precede de peu le moment oil la spore
n'a plus besoin d'une source exogene d'acide tartrique, les temps moyens etant
respectivement de 2,2 et 2,7 heures dans nos essais. L'apparition du tube germinatif
a lieu nettement plus tard, 6,8 heures en moyenne apres le debut du processus.

2.2 Particularites de l'activation

Comme nous l'avons vu p. 58, nous distinguons deux phases dans la germination
des spores de C. diplodiella en presence d'acide tartrique: une phase d'activation,
suivie d'une phase prevegetative. La phase d'activation se distingue nettement de
la suivante par plusieurs caracteristiques physiologiques, que nous resumons dans
le tableau 2.

L'insensibilite envers un inhibiteur peut etre due ä son absence d'action dans
le processus d'activation, mais aussi ä l'existence d'une barriere empechant
sa penetration dans la spore au repos.

Tableau 2:

Comparaison des proprietes physiologiques des phases d'activation et prevegetative.

Phase d'activation

Presence d'acide tartrique necessaire
dans le milieu pour assurer la germination

Anaerobie facultative

Peu ou pas inhibee par:

Phase prevegetative

Les spores n'ont plus besoin d'acide tartrique
pour germer

Aerobie stride

Completement inhibee par:

NaN3 IS yuM

U02(CH3C00)2 10 mM
KCN 0.6 mM
NaF 100 mM

Les spores sont encore resistantes Les spores sont tuees par
a la dessication la dessication

Faible augmentation de volume Plus forte augmentation de volume
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Une caracteristique importante de l'activation est son independance envers

l'oxygene. Elle peut expliquer l'insensibilite vis-ä-vis des inhibiteurs de la chaine

respiratoire (NaN3, KCN, antimycine A). Pendant l'activation, les spores sont,

par contre, sensibles au meme point qu'en phase prevegetative au 2,4 dinitrophenol,
ä Tiodoacetate et, dans une moindre mesure, ä la cycloheximide. Si Taction de

ces inhibiteurs est ici la meme que celle qu'on leur attribue generalement, alors
la synthese d'ATP par phosphorylation oxydative, la glycolyse (mais NaF n'est pas
inhibiteur!) et eventuellement la synthese des proteines sont impliquees dans

l'activation.
L'existence d'une phase fermentative au debut du processus de la germination

a ete constatee chez plusieurs especes de champignons: Phycomyces blakesleeanus

(Halbsguth et Rudolph, 1959; Rudolph, 1960 et 1961); ascospores de Neurospora
(Sussman, 1961) et conidies de Fusarium solani (Cochrane et al, 1963). Chez les

spores dormantes des deux premiers, les enzymes de la chaine respiratoire sont

presents, il manque en revanche ceux du cycle de Krebs.
L'effet de l'activateur est, d'autre part, rapidement annule par le furfural

5 mM. Au contraire, un sejour ä 4°C ne desactive que lentement les spores.
Ces faits sont difficiles ä interpreter. Une substance formee en presence d'acide

tartrique, et necessaire ä l'activation, pourrait etre detruite par le furfural;
une telle substance pourrait egalement etre degradee par la spore maintenue
dormante ä 4°C, mais tres lentement. En tous cas, nous constatons qu'il existe
de grandes differences entre la physiologie des spores de C. diplodiella et de Celles

d'autres especes, en particulier des ascospores de Neurospora, differences que
nous resumons dans le tableau 3.

Tableau 3:

Comparaison des proprietes de l'activation chez C. diplodiella et Neurospora sp.

Coniella diplodiella Neurospora sp. (ascospores)

L'acide L(+)tartrique, accessoireraent
les acides D(+)malique et mesotartrique,
sont activateurs

Un choc thermique n'a pas d'effet Les ascospores sont activees par
activateur un choc thermique

Pas d'effet du phenyl-ethyl-alcool Le phenyl-ethyl-alcool pendant 6 h
5 mM pendant 6 h active les ascospores

Le furfuraldehyde 1 mM pendant Les ascospores sont activees par
10 minutes n'a pas d'effet marque. un traitement de 10 minutes
S mM pendant le meme temps au furfuraldehyde 1 mM
desactivent les spores activees par
le tartrate.

Les spores ne sont que partiellement Les spores sont completement
desactivees par un sejour d'un mois desactivees par un sejour de 24 h
ä 4° C. a 4°C.
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2.3 Specificite de l'activation

La structure des differents acides provoquant la germination et de leurs
stereoisomeres est la suivante (projection de Fischer).

COOH
I

H-C-OH
I

HO-C-H
I

COOH

L(+)tartrique

COOH
I

H-C-OH
I

H-C-OH
1

COOH

meso-tartrique

COOH
I

H-C-OH
I

H-C-H
I

COOH

D(+)malique

COOH
I

HO-C-H
I

H-C-OH
I

COOH

D(—)tartrique

COOH
1

HO-C-H
I

H-C-H
I

COOH

L (—)malique

Les substances activatrices ont toutes la structure:

(a)

COOH
I

H-C-OH
I

R

Les stereoisomeres non activateurs de ces substances ont par consequent la
structure opposee:

COOH

(b) HO-C-H
I

R

Les symboles L et D ne sont pas lies directement ä ces structures, mais
proviennent de la nomenclature des oses, ce qui entraine une confusion regrettable
(Vickery, 1957). En appliquant la nouvelle nomenclature (R, S) on devrait
designer comme suit les differents acides:

anciennement:

L(+)tartnque
D(+)malique
meso-tartrique
D(—)tartrique
L(—)malique

R, S

2(R), 3(R) (+)tartnque
R(+)malique
2(R), 3(S)tartnque
2(S), 3(S) (—)tartrique
S(—)malique

(d'apres Adiaanse et Pilnik, 1969)

La structure (a) correspond alors ä R.

68



Une specificite aussi etroite, en relation, semble-t-il avec un groupement
chimique defmi, nous incite ä penser que, lors de l'activation, mtervient un enzyme
dont l'acide tartnque serait le substrat principal

Amsi s'expliquerait la meilleure germmabilite des spores formees sur un milieu
contenant cet acide (Aragno, 1973) l'enzyme responsable de l'activation ou

un precurseur serait synthetise lors de la formation ou de la maturation des spores.
Cette synthese serait stimulee par la presence du substrat agissant alors comme
mducteur

Sussman et Halvorson (1966) defendent 1'idee d'une base enzymatique de la

germination chez des spores activees par des metabolites, ou par des substances

affectant le metabohsme. lis relevent pour cela les faits suivants

1) Nature stereospecifique de l'activation
2) Dependance de la temperature, comme un Systeme enzymatique.
3) Blocage de la germination par certains poisons metaboliques.

Nous observons ces trois phenomenes chez C. diplodiella.
II n'est toutefois pas absolument exclu que la paroi sporale mtervienne dans

la specificite, on salt que des membranes dialysantes artificielles, presentant des

groupements ä carbones asymetriques, peuvent laisser passer selectivement
l'un des deux isomeres de l'acide tartnque (Klmgmuller et Gedenk, 1957).

2 4 Hypotheses sur le mode d'activation

L'acide tartnque pourrait intervemr de deux mameres lors de l'activation
soit en tant que metabolite, soit, sans etre utilise directement dans une voie

metabolique, comme mhibiteur, represseur, mducteur, etc d'une reaction

enzymatique liee ä la dormance ou ä l'activation. Dans le premier cas, un
mecamsme possible de l'activation serait celui represente ä la fig. 6

Substrats
endogenes

Iodoacetatei

DHP«

C0„ (ou Y)

-ADP + Pi

ATP Activation

Ac. L(+)tartrique

Quantite elevee necessaire

"L(+)tartrate-reductase"

specificite
partiellement mductible par le substrat

Fig. 6

Mecamsme hypothetique de l'activation par l'acide tartrique.
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L'acide tartnque fonctionnerait alors comme accepteur d'electrons, permettant
l'ecoulement du flux provenant de l'oxydation d'un substrat endogene. Ce flux
serait couple ä une phosphorylation anaerobie, l'ATP forme etant la source
d'energie pour l'activation.

L'enzyme catalysant la reduction de l'acide tartnque serait alors le siege
de la specificite etroite pour l'agent activateur L'acide D(+)malique agirait comme
substrat accessoire, egalement susceptible d'etre reduit

Le decouplage de la phosphorylation par le 2,4 dmitrophenol, amsi que le
blocage de la glycolyse par l'iodoacetate (au cas oü les Substrats endogenes seraient
des glucides) auraient pour effet d'empecher l'activation, le premier sans mhiber
la reduction de l'acide tartnque, contrairement au second Une etude plus
poussee de la Physiologie cellulaire de la spore pourrait etre faite dans ce sens

Autre explication possible de l'activation anaerobie les spores, pendant cette
penode, ne feraient qu'accumuler de l'acide tartnque, l'activation proprement
dite ne se produirait alors qu'apres le retour ä des conditions aerobies.

Nous avons vu (Aragno, 1973) que 10 pMoles d'acide tartnque par spore
etaient necessaires ä assurer une bonne germination Or, cette quantite d'acide
cnstallisee est trois ä quatre fois plus volummeuse qu'une spore! II semble
done difficile d'admettre que les spores puissent accumuler dans leur protoplasme
une quantite süffisante d'acide tartnque. En outre, un tel besom etaie l'hypothese
d'une participation metabolique anaerobie de l'acide tartnque dans le processus
d'activation

Resume

L'auteur tente d'expnmer, par un modele mathematique, des parametres
caractensant la cmetique de l'appantion des tubes germmatifs

II distingue, dans le processus de la germination, une phase d'activation,
oil la presence d'acide L(+)tartnque est necessaire, suivie d'une phase
prevegetative, oü eile est superflue. La phase d'activation peut se derouler
en anaerobiose et en presence de certains mhibiteurs de la chaine respiratoire
Elle est bloquee par des mhibiteurs de la glycolyse, de la synthese des

protemes et de la phosphorylation oxydative.
L'effet de l'activation par l'acide tartnque est annule rapidement par un

traitement au furfural, beaucoup plus lentement et partiellement par un sejour
ä basse temperature.

La perte de la resistance ä la dessication mtervient tres tot dans le processus
de la germination.

Les caractenstiques de la phase d'activation font supposer qu'elle imphque
une reaction enzymatique dont l'acide L(+) tartnque serait le substrat Un modele
hypothetique du mecamsme de l'activation est propose.
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Summary

The author tries to express, by a mathematical model, parameters characterizing
the kinetics of germ tube protrusion

In the germination process, he distinguishes an activation phase, m which
L(+)tartaric acid is necessary, followed by a prevegetative one, m which this acid

is needless. The activation phase may occur m anaerobiosis and in presence of
some inhibitors of respiratory chain. It is blocked by inhibitors of glycolysis,
protein synthesis and oxidative phosphorylation.

The tartaric acid activation is reversed, rapidly by a treatment with furfural,
very slowly and partially by a storage at low temperature.

The loss of resistance to dessication appears quickly m the germination process.
The characteristics of activation phase lead to suppose that it involves an

enzymatic reaction, with L(+)tartaric acid as substrate An hypothetical model
of the activation mechanism is proposed.

Zusammenfassung

Der Autor versucht, die Kinetik der Sporenkeimung mit einem mathematischen
Modell zu erfassen.

Er unterteilt den Keimungsprozess m eine Keimstimulationsphase, wobei
L(+)Weinsaure notwendig ist, und eine vorvegetative Phase wozu L(+)Wemsaure
nicht notig ist Die Keimstimulationsphase kann sich m Anaerobiose abspielen
und mit gewissen Hemmstoffen der Atmungskette. Sie ist aber durch die
Hemmstoffe der Glycolyse, der Protemsynthese und der oxydativen Phosphorylation

blockiert.
Die Keimstimulation durch Weinsäure ist durch eine Furfuralbehandlung

schnell zerstört, viel langsamer und teilweise durch einen Aufenthalt m tiefer
Temperatur.

Der Verlust des Widerstandes gegen die Austrocknung kommt sehr früh im
Keimungsprozess vor.

Die Eigenschaften der Keimstimulationsphase geben zur Vermutung Anlass,
dass eine enzymatische Reaktion stattfände, wobei L(+)Weinsaure das Substrat

ware. Es wird ein hypothetisches Modell des Mechanismus der Keimstimulation
vorgeschlagen.
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