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Oxygen is a limiting factor for conidial germination in Anthostoma decipiens.
Two factors are apparently responsible for the germination. An extracellular factor,
possibly found within the conidial matrix, may be substrate-related, because the
frequency of germination is higher in conidia formed on sterilized twigs (76% after 3 d)
than in conidia produced on malt agar (8% after 3 d). Germination is also higher in
conidia derived from conidial isolates (76% after 3 d) than in those produced by
ascospore isolates (9% after 3 d). This points to an endogenous factor that reflects the
influence of the inoculum source.
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Au siecle passe, les freres Tulasne (1863) en France et Füisting
(1867) en Allemagne sont les premiers ä rechercher le role des coni-
dies produites par les Diatrypacees. Les observations des Tulasne
(1863) conduisent ä une image disparate: les conidies d'Eutypa
maura (Fr.) Fuckel (nomme par eux E. acharii) et d'Anthostoma
decipiens (DC.) Nitschke germent apres quelques jours dans l'eau,
alors que celles d'E. lata (Pers.) Tul. restent inchangees.

Füisting (1867) rapporte egalement des resultats heterogenes
avec une espece du genre Diatrype, peut-etre D. undulata (Pers.) Fr.
(= Stictosphaeria hoffmannii Füisting). Suivant leur taille, les coni-
dies n'evoluent pas, ou produisent au contraire un petit appendice et
fusionnentparpaires. PourDeBary (1884) les conidies des Diatrypa-
cees sont incapables de germer.

Brefeld (1891) isole et cultive plusieurs especes europeennes et
n'observe au mieux que la formation 'd'appendices germinatives'
lorsque les conidies sont laissees dans l'eau. Toutefois, les conidies de
D. stigma (en realite probablement D. decorticata (Pers.) Rappaz)
longues de 20 ä 28 \xm germent lorsqu'elles sont issues de conidio-
mata formes apres quatre mois de culture. Au contraire les conidies
formees plus tot, en surface du mycelium, ne germent pas.

Avec le tournant du siecle, l'interet pour le role des conidies
diminue, jusqu'ä ce que le pouvoir pathogene de certaines especes
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soit mis en evidence. Eutypa lata et Eutypella parasitica Davidson &
Lorenz produisent des conidies dont Carter (1957, sous E. armenia-
cae) et Kliejunas & Kuntz (1972) recherchent le role dans la propaga-
tion dc la maladie: aucun, elles ne germent pas.

Ju & al. (1991) nuancent ce resultat negatif: les conidies de
plusieurs especes refractaires germent, mais dans des proportions
infinitesimales, 1 ou 2 conidies pour cent mille. Les pages qui suivent
montrent au contraire que pour Anthostoma decipiens, dont l'appar-
tenance aux Diatrypacees a ete etablie par Rappaz (1992), 94% des
conidies germent apres quatre jours dans de bonnes conditions.

Materiel et methodes

Observat ion de la germina t ion

S o u r c e . - Les conidies ont ete recoltees sur des branches infec-
tees naturellement par A. decipiens (collection LAU: 900624-3
decrite par Rappaz, (1992), E. lata (LAU: 910811-3) et D. decorticata
(LAU: 910900-1). Des fragments d'ecorce montrant des amas de
conidics sont laisses en chambre humide jusqu'ä ce que l'amas soit
suffisamment developpe pour permettre un prelevement. Les coni-
dies ont egalement ete prelevees dans une culture d'A. decipiens sur
MYA (agar: 15 g; malt Difco: 1 g; extrait de levure Difco: 500 mg;
casamino acides Difco: 500 mg; glycine 100 mg; maltose: 1 g; H2O:
1 1) inoculee par des conidies.

Microscopie . - Une goutte d'une suspension de conidies est
deposee entre lame et lamelle. Pour eviter la dessication, cette lame
est posee dans une boite de Petri en verre dans laquelle on a mis
quelqucs ml d'eau distillee. Un tube en verre coude evite ä la lame
d'entrer directement en contact avec le liquide. Enfin, une bände (1 x
5 cm) de papier buvard mouille est placee perpendiculairement ä la
lame, une extremite reposant le long du bord de la lamelle, l'autre
trempant dans l'eau de la boite de Petri. La lame est sortie de la boite
pour etre observee sous le microscope, puis le montage est reconsti-
tue. La progression de la germination est suivie ainsi plusieurs jours
durant. Selon la purete de l'inoculum, le montage peut etre sterilise
prealablement.

Taux de germinat ion chez A. decipiens

Mesure du t a u x . - Les conidies sont prelevees ä l'aide d'une
aiguille montee passee ä la flamme, et dissoutes dans 2 a 3 ml d'eau
distillee sterile. Leur concentration est ajustee empiriquement, en
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observant ä un grossissement de 400x une goutte de cette suspension.
Une concentration trop elevee entraine des amas apres le depot qui
rendent le comptage impossible. Des gouttes de cette suspension de
conidies sont ensuite deposees sterilement ä l'aide d'une boucle
metallique de 3 mm de diametre (environ 5,5 |il), ä intervalles regu-
liers, dans un Petri (9 cm) d'agar ä l'eau 1.5% recouvert d'une feuille
de cellophane autoclavee (cellophane 'celloclair' pour usage domes-
tique). Au cours du temps, le nombre de conidies en germination sur
un total de 200 conidies est determine: la boite est ouverte sous le
microscope et les conidies comptees. La lumiere et la temperature
sont cellos d'une piece en condition normale.

Influence de la densi te lors du d e p o t . - Le taux de
germination de conidies en suspension concentree ou diluee est
mesure. La meme boite a ete utilisee pour les deux concentrations.
Pour chacune, quatre comptages ont ete effectues dans des depots
differents. Ces comptages sont repetes apres 72 h et 108 h pour la
densite faible. Le comptage apres 108 h dans les gouttes de forte
densite n'etait plus possible ä cause du developpement des hyphes.

La densite est estimee en comptant les conidies sur une surface
connue. Pour les concentrations faibles: plus de 40 comptages sur
196xlO3 i.im2. Pour les concentrations elevees: plus de 25 comptages
sur le quart de cette surface, et dans ce cas les valours obtenucs sont
successivement additionnees par groupes do 4 pour pcrmcttrc la
comparaison.

Les conidies sont issues d'un tronc de Carpinus betulus L.
infecte naturellement. Un fragment d'ecorce portant des amas coni-
diens est laisse en chambre humide, comme ci-dessus. Au moment du
prelevement, les conidies ne sont done ägees que de quelques jours.

Dans un second essai, les conidies proviennent d'une branche
(environ 5 ä 8 mm de diametre) de C. betulus fraichement coupee,
sterilisee dans un tube au fond duquel quclqucs millilitres d'eau
distillee sont laisses. La branche avait ete inoculee par un fragment
de culture sur MYA issue de conidies. Les conidies sont formees apres
un mois. Au moment du prelevement, la culture etait vieille d'un an
et n'avait plus etc humidifice depuis 10 mois.

Figs. 1-4.- Conidies d'Anthostoma decipiens issues d'ecorce infectee.- 1. Conidies
dans l'cau au moment du prelevement.— 2. Apres 36 h, certaines conidies ont une taille
plus grande et un tube germinatif.- 3. Plasmogamies apres 48 h.- 4. Plasmogamies
apres 96 h.- Figs. 5-6.- Conidies issues de culture sur MYA derivee de conidies.- 5.
Hyphes et conidies (fleches) de meme taille observees au centre d'une preparation.- 6.
Plasmogamie entre une hyphe et une conidie dans une culture d'un mois. Echelle: le

trait pour 1,2 = 10 |im; 3 = 25 urn; 4, 5 = 10 um; 6 = 5 |im.

296

©Verlag Ferdinand Berger & Söhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



297

©Verlag Ferdinand Berger & Söhne Ges.m.b.H., Horn, Austria, download unter www.biologiezentrum.at



Influence de l ' inoculum et du milieu de culture.—
Lcs conidies sont prelevees dans les cultures decrites ci-dessous 10
semaines apres l'ensemencement, et leur taux de germination est
mesure. Deux boites de Petri ont ete utilisees en meme temps et trois
comptages ont ete effectues dans des depots differents apres 48 h, 72
h et 96 h. Les conidies sont issues des cultures suivantes:

Ascospores sur MAA. Les ascospores sont recoltees avec
une aiguille montee apres avoir humecte un perithece coupe trans-
versalement et inoculees sur une boite de MAA (malt Difco: 20 g;
agar: 15 g; asparagine: 0,5 g; KH2PO4: 0.5 g; MgSO47H2O: 0.2 g; H2O:
11). La marge de la colonie est repiquee ensuite sur une nouvelle boite
de MAA.

Ascospores sur Carpinus. La colonie issue des ascospores
deposees sur MAA est inoculee ä une branche de C. betulus (culture
en tube preparee de la meme maniere que ci-dessus).

Conidies sur MAA. Les conidies issues d'ecorce infectee
naturellement sont inoculees sur une boite de MAA. La marge de la
colonie est repiquee ensuite sur une nouvelle boite de MAA.

Conidies sur Carpinus. La colonie obtenue de conidies
deposees sur MAA est inoculee ä une branche de C. betulus (culture
en tube preparee de la meme maniere que ci-dessus).

Resultats
Les conidies d'A. decipiens issues d'ecorce infectee naturelle-

ment germent dans les 36 h (Figs. 1, 2) et sont localisees vers les bords
de la lamelle (Fig. 7). Aucune germination n'a ete vue au centre. La
taille des conidies augmente et leur diametre est alors plus grand que
celui des hyphes auxquelles elles donnent naissance (Figs. 3, 4, 8).
Des plasmogamies repetees d'hyphes issues de conidies differentes
ont ete observees (Figs. 3, 4, 8, 9). Le nombre de conidies reliees entre
elles dans un meme reseau est illimite. La plasmogamie entre une
conidie et une hyphe a egalement ete vue dans une culture (Fig. 6).
Les conidies des autres especes ne germent pas, ni, en particulier,
celles d'E. lata si elles sont melangees aux conidies d'A. decipiens.

Les conidies d'A. decipiens prelevees d'unc culture de MYA
germent plus rarement que lorsqu'elles proviennent d'ecorce infec-
tee. Elles ne sont pas localisees au bord de la lamelle et plus difficile-
ment distinguables des hyphes auxquelles elles donnent naissance
(Fig. 5).

Le taux de germination des conidies en fonetion de leur densite
et de leur äge est montre dans le Tab. 1. P est la probability bilaterale
donnee par la distribution de t pour que la difference observee entre
les taux aux densites faibles et elevees soit due au hasard.
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Tab. 1.- Influence de l'äge des conidies et de la densite du depöt.

1 a.- Conidies issues d'ecorce infectee et formees peu avant leur germination

Densite P (t-test)

Temps
48 h
72 h

I b . - Conidies issues d'une culture sur branche et formees une annee avant leur
germination.

Densite P (t-test)

- 731

13-
43

134 - 290
10
45

0.23
0.50

Temps
48 h
72 h
108 h

16 - 801

02

22
43

102 - 162
1

28
_

': densite des conidies, exprimee par les valeurs extremes des comptages sur 196 x 103

|im2.
2: taux de germination des conidies en %. Chaque valeur est la moyenne de quatre
mesures, arrondie ä l'unite. Ecart-type maximum: 4,75.

L'influence de Pinoculum (ascospores ou conidies) et du milieu
de culture (branche de Carpinus sterilisee ou MAA) est montree dans
le Tab. 2. Les hyphes rendent les comptages impossibles apres 4
jours. Dix jours plus tard, les gouttes inseminees avec les conidies
issues de culture sur MAA isolee d'ascospores ne montraient aucun
developpement ou un mycelium epars et clairseme. Au contraire, un
mycelium dense et feutre marquait l'emplacement des gouttes oü les
taux de germination les plus eleves avaient ete mesures.

Tab. 2.- Influence de l'inoculum et du milieu de culture.

Ascospores1 Conidies

Temps
48 h
72 h
96 h

MAA2

03

0
0"

Carpinus
2
9

12

MAA
0
8

13

Carpinus
7

76
94

': inoculum a partir duquel les cultures ont ete faites.
2: milieu de culture. Se referer au texte pour les explications.
3: taux de germination en %. Chaque valeur est la moyenne de trois mesures, arrondie

ä l'unite. Ecart-type maximum: 2,0.
4: deux germinations ont ete vues sur l'ensemble des conidies d'une des gouttes.
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Discussion
Les caracteristiques suivantes montrent qu'A. decipiens appar-

tient aux Diatrypacecs. Stroma eutypoide, prosenchymateux, me-
lange aux cellules du substrat. Peridie proscnchymateuse des peri-
theces. Asques claviformes, pedicelles, ä appareil apical reduit.
Ascospores ovoides et asymetriques ou allantoiides, ä paroi jaune-
brun, lisse et epaisse, sans orifice germinatif. Conidies ovoides ä
cylindriqucs et courbees, emises en masse aqueuse, formees de
maniere holoblastique dans des cavites de l'entostroma. Les raisons
pour lesquelles cette position taxonomique est restee si longtemps
mal comprise sont decrites par Rappaz (1992).

Comme pour les autres especes de cette famille, les conidies d'A.
decipiens sont disseminees par la pluie. Les insectes pourraient aussi
intervenir. Monk & Samuels (1990) ont en effet isole un anamorphe
du genre Libertella (auquel appartient la majorite des anamorphes
de Diatrypacees) des feces de sauterelles de la foret tropicale indone-
sienne. Ainsi qu'ils le soulignent, l'importance des insectes vecteurs
de propagules fongiques pourrait deborder le cadre restraint de leur
etude.

Les conidies d'A. decipiens germent facilement lorsqu'elles sont
prelevees d'ecorce infectee, confirmant ainsi les resultats des freres
Tulasne (1863). Les hyphes issues des conidies se dirigent les unes
vers les autres, fusionnent et forment un reseau (Fig. 9). Toutes sont
issues du meme mycelium, et sont done vegetativement compatibles.
Chaque conidie n'apporte qu'un noyau. Jacobs & al. (1988) l'ont en
effet montre chez trois autres Diatrypacees, et d'apres ces auteurs, il
est probable que toutes les especes presentent la meme caracteris-
tique.

Robinson (1973) a prouve avec Geotrichum candidum que l'oxy-
gene moleculaire stimule la germination et determine, par un tro-
pisme positif, l'orientation des tubes germinatifs. L'influencc de l'O.,
est d'autant plus marquee que la concentration en conidies est ele-
vee. Avec A. decipiens les resultats sont similaires et seules les coni-
dies situees vers les bords de la lamelle germent, avec une forme
identique ä ce qu'illustrent les Tulasne (1867). Le volume des conidies
augmente et les hyphes qui en naissent sont plus etroites.

L'augmentation de taille des conidies est due ä une phase de
croissance spherique et le diametre etroit des hyphes est lie ä leur
croissance rapide. Trinci & Morris (1979) ont montre en effet qu'au

Figs 7-9.- Conidies d'Anthostoma decipiens en germination dans l'eau.- 7. Conidies
issues d'ecorce infectee apres 96 h. Le bord de la lamelle est situe vers le bas et les
conidies en germination y sont plus nombreuses qu'en haut de l'image.- 8-9. Conidies
issues de culture sur branche de C. betulus, derivee de conidies. Apres 7 jours,
formation d'un reseau mycelien. Echelle: le trait pour 7, 8 = 300 ^m; 9 = 25 |xm.
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cours du temps, la biomasse elaboree par un volume cylindrique
theorique (hyphal growth unit) reste constante, et que c'est la lon-
gueur axiale de ce volume qui varie suivant les conditions externes.
Par consequent, plus cette longueur est grande, plus le diametre de ce
cylindre est petit. Bartnicki-Garcia & al. (1990) ont elabore un
modele mathematique decrivant la forme et la croissance des hyphes
dans lequel le diametre de l'hyphe est inversement proportionnel ä sa
vitesse de croissance lineaire.

De ces deux modeles, il ressort done bien que si les hyphes issues
des conidies sont etroites, c'est que leur croissance est rapide. En
bordure de la lamelle, cette croissance rapide est facilement explica-
ble par le taux eleve en oxygene, l'interface avec l'air etant proche.
Au contraire, les hyphes issues de conidies situees au centre de la
lamelle sont larges et peu distinetes des conidies parce qu'elles
croissent lentement, le taux en oxygene etant bas. Lorsqu'elles ger-
ment, les conidies prelevees sur MYA montrent cette derniere mor-
phologie (Fig. 5). Le milieu de culture entraine un taux tres bas de
germination, mais celle-ci debute sans doute aussi vers les bords. Les
conidies sont ensuite deplacees. Ces deplacements, sous l'effet de
courants d'eau ou de mouvements browniens, ne jouent aucun role
lorsque les germinations dans les bords sont rapides et nombreuses,
un reseau d'hyphes se constituant rapidement, empechant ainsi lc
mouvement des conidies.

Avec d'autres especes, Brefeld (1891, Tab. 8, Fig. 22-6) et Ju & al.
(1991) illustrent des conidies peu distinetes des hyphes ou plus
etroites qu'elles. Neanmoins, les conidies observees par Brefeld ger-
maient sans doute en plus grand nombre que celles vues par Ju & al.
(1991). Brefeld (1891: 44) ecrit en effet 'In diesen Kulturen keimten
nun die ... Spermatien mit der grössten Leichtigkeit aus'.

Dans les conditions experimentales presentes, la densite des
conidies n'influence pas lc taux de germination (Tab. la, lb) puisque,
ä un temps donne, la moyenne des quatre comptages correspondant ä
la densite faible n'est pas significativement differente au seuil 95%
de la moyenne des comptages effectues dans les gouttes de densite
elevee. Ces densites conduisent respectivement aux concentrations
de 0,1 x 106 conidies/ml et 0,8 x 106 conidies/ml. Louis & Cooke
(1985) et Monte & Garcia-Acha (1988) ont montre que le taux de
germination diminue si la concentration des conidies augmente, ceci
chez des especes n'appartenant pas aux Diatrypacees, mais ces
auteurs ont utilise des concentrations 5 ä 6 fois plus elevees pour les
valeurs maximum. Ils n'ont mesure le taux qu'une seule fois au cours
du temps, ce qui permet difficilement d'affirmer que cette reduction
aux concentrations elevees soit due a un retard ou ä une reelle
diminution. Avec Phoma betae Frank, apres 48 h d'incubation,
Monte & Garcia-Acha (1988) ont observe une reduction du taux de
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20% (en valeur absolue) entre 0,25 x 106 conidies/ml et 0,75 x 106

conidies/ml.
Les conidies gardent un pouvoir germinatif remarquable apres

une annee (Tab. lb). Leur taux apres 108 h est en effet comparable ä
celui des conidies recemment formees apres 72 h. Cette difference
entre les deux taux est done plutöt due ä un retard de la germination
des conidies d'une annee par rapport aux autres conidies, qu'ä une
reelle perte de pouvoir germinatif. La dessication des amas conidiens
de la culture d'un an pourrait expliquer ce decalage.

Apres quatre jours, les conidies issues d'ascospores montrent,
dans les meilleures conditions, un taux d'environ 12% (Tab. 2), alors
que celui de conidies issues de conidies recoltees sur ecorce infectee
est de 94%. II ne s'agit plus d'un decalage puisque 10 jours plus tard,
le developpement du mycelium reste faible lä ou le taux est bas. Ce
phenomene pourrait etre explique par un facteur endogene, qui
influence peut-etre aussi l'aspect different des cultures sur MAA:
mycelium aerien epais et dense, conidiomata melanises surtout au
bord de la boite si les cultures sont issues de conidies, mycelium ras
avec une abondante conidiogenese sur toute la surface ou dans de
petits conidiomata non melanises si les cultures sont issues d'ascos-
pores.

Le milieu de culture sur lequel se forment les conidies influence
fortement leur germination (Tab. 2). Les differences de taux ne sont
pas, la non plus, liees ä un decalage. Les conidies issues d'ascospores
cultivees sur MAA etaient souvent vides de cytoplasme, ce qu'a
aussi releve Rappaz (1987a) avec d'autres Diatrypacees. Cette defi-
cience explique leur incapacity de germer. Les conidies issues des
trois autres milieux montraient un cytoplasme identique, la diffe-
rence de taux entre conidies issues de conidies, formees sur MAA ou
sur une culture de branche est neanmoins frappante. Ici au contraire,
cette difference est probablement liee, non pas ä une cause endogene,
mais plutöt ä des facteurs trophiques ou regulateurs situes peut-etre
dans la matrice enrobant les conidies. Louis & Cooke (1985) et Monte
& Garcia-Acha (1988), avec des conidies formees sur milieux geloses,
ont montre que cette matrice protege les conidies (dessication, UV,
temperatures extremes), mais freine aussi la germination dans des
conditions favorables. Leurs experiences revelent encore qu'il ne
suffit pas de diluer une fois les conidies pour que l'effet de cette
matrice soit supprime. Louis & Cooke (1985) ont postule une action
sur le metabolisme qui serait ralenti. Des essais similaires chez A.
decipiens permettraient de clarificr le role de cette matrice en liaison
avec le substrat sur lequel les conidies et la matrice sont formees.

Alors que la majorite des descriptions de germinations coni-
diennes de Diatrypacees relevent d'anciens travaux, ou les conidies
etaient prelevees dans la nature, les etudes des cinquante dernieres
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annees decrivent des resultats negatifs. Au mieux, les conidies ne
produisent qu'un petit appendice avant que toute croissance cesse.
Les conidies testees sont issues de milieux artificiels — ainsi en est-il
avec certains Diatrypella (Croxall, 1950), Eutypella scoparia (Schw.)
Ellis & Ev. (Glawe & Rogers,1982, sous Eutypella sp.), Eutypa lata
(Möller & Kasimatis, 1978; sous E. armeniacae), D. undulata ou D.
decorticata (Glawe & Jacobs, 1987; sous D. stigma), Eutypella parasi-
tica (Johnson & Kuntz, 1978) — mais ces conidies peuvent aussi
provenir d'ecorce infectee — avec El. parasitica (Kliejunas & Kuntz,
1972).

Resultats negatifs aussi avec E. lata pour les freres Tulasne
(1867) contrairement au succes que leur pretent Glawe & Rogers
(1984). Belarbi & Mur (1983, sous E. armeniacae) ont cru demontrer
que les rayons UV stimulaient le developpement des conidies de cette
espece. Leurs illustrations faiblement agrandies ne permettent
cependant pas de determiner clairement qui forme quoi. Au cours du
present travail, il n'etait pas rare de prelever des hyphes conidio-
genes qui produisaient une ou deux conidies pendant l'incubation.
L'image observee alors pourrait etre attribute ä tort ä la germination
des conidies. Ju & al. (1991) soulignent aussi cette difficulty. Mes
observations montrent que les conidies de E. lata, formees sur une
branche naturellement infectee, ne sont pas stimulees lorsqu'elles
sont melangees aux conidies d'A. decipiens en germination. Avec
Diatrype decorticata, mes resultats ne confirment pas non plus ceux
de Brefeld (1891) faits avec D. stigma (sensu lato) dans des conditions
semblables. La comparaison est cependant compliquee par le fait
qu'il est delicat d'attribuer les travaux anciens portant sur D. stigma
ä une espece moderne, la delimitation primitive de ce nora reunissant
en fait un ensemble d'especes proches (Rappaz, 1987b).

Ju & al. (1991) montrent cependant que chez differentcs especes,
un tres petit nombrc de conidies forment des hyphes, mais leur
participation ä la propagation de l'espece est difficilement evaluable.
Si ces auteurs insistent sur le nombre enorme de conidies produites
qui compenseraient selon eux le taux de germination tres bas, leur
raisonnement ne tient aucun compte de la quantite considerable de
conidies perdues pendant la dissemination.

A. decipiens dont les conidies germent facilement constituerait
un cas unique parmi les Diatrypacees. Les conidies des autres
especes sont considerees comme des spermaties lorsqu'elles ne se
developpent pas, hypothese proposee par De Bary (1884) et encore
acceptee actuellcment par Glawe & Rogers (1984; 1986). Mais leur
röle exact reste encore ä etablir experimentalement. Ne germent-
elles que dans des conditions precises et ä decouvrir? Sinon, comme
spermaties, participent-elles ä la formation des asques, ou intervien-
nent-elles dans la colonisation? Si les appendices qu'elles produisent
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sont capables de fusionncr avec des hyphes de la memo espcee, mais
d'un mycelium concurrent et vegetativement incompatible, des pro-
cessus bloquant la croissance des hyphes rivales pourraient interve-
nir, semblables ä ceux decrits entre autres chez les Xylariacees des
genres Daldinia et Hypoxylon (Sharland & Rayner, 1986; 1989).
Aucune reponse definitive n'est apportee ä ces questions.
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