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Study of culture filtrate toxicity of Botrytis cinerea observed on grapevine vitroplants: 
II. Effect of various fractions isolated from the crude culture filtrate 

S um m a r y : Polysaccharides secreted by Botrytis cinerea were isolat.ed from the crude 
culture filtrate and precipitated as two fractions: glucan and heteropolysaccharides. The fraction 
containing heteropolysaccharides was further separated into two sub-fractions. The phytotoxic 
activities of the various fractions were tested on vitroplants from several grapevines differing in 
their sensitivity to B. cinerea. With glucan, no toxic effects on the growth of vitroplants were 
observed. The heteropolysaccharides showed specific phytotoxic activities which were identical 
with the effects of the culture filtrate: plants susceptible to the pathogen were also susceptible to 
the heteropolysaccharides, and vice versa. 
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Introduction 

Dans une precedente publication (VA.c'llNEL et al. 1991), nous avons mis en evidence 
la toxicite des filtrats de cultures de Botrytis cinerea a l'egard des vitroplants de vignes 
sensibles a ce champignon. Ces filtrats n'ont, par ailleurs, aucun effet sur la croissance 
des vitroplants de vignes resistantes. Les travaux presentes ici constituent une etape 
de !'identification des composes responsables de cette toxicite specifique. 

B. cinerea est connu pour secreter de nombreuses substances toxiques parmi les­
quelles certaines joueraient un role clans la pathogenese (VERHOEFF 1980). En particu­
lier, deux types de secretions ont ete isoles a partir du filtrat de culture du champignon 
(DUBOURDIEU 1982; KAMOEN et al. 1978; KAMOEN 1984). Elles ont ega]ement etk mises en 
evidence clans Jes tissus infectes (DUBOURDIEU et KAMOEN 1978). II s'agit: 

des e n z y m e s p e c t i n o l y t i q u e s responsables de la maceration des tis­
sus; et 
des p o I y s a cc h a r i d e s, qui peuvent etre separes en deux fractions. La pre­
miere contient un glucane, appele cinereane, de poids moleculaire eleve (lOL-10 6). 

II est constitue d'une chaine principale d'unites glucose liees en 1)-(1-3); deux 
unites sur cinq portent des branches laterales formees d'unites de glucose liees en 
~-(1-6). La seconde fraction est composee d'un complexe d'heteropolysaccharides 
dont le poids moleculaire est compris entre 104 et 5 · 104• Ce complexe est a base de 
mannose (60-70 % ), de galactose (moins de 20 %), de glucose et de rhamnose. Une 
partie proteique thermostable lui est toujours associee. Ces polysaccharides sont 
toxiques sur les feuilles de laitue et de begonia. Ils sont responsables d'une aug-
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mentation de la permeabilite membranaire, d'une alteration des chloroplastes et 
aussi de la chlorose et du brunissement des tissus. 
D'apres Jes resultats des travaux precedents (VANNEL et al. 1991), la toxicite obser­

vee sur Jes vitroplants ne peut resulter d'une activite enzymatique. Aussi, cette etude 
consistera essentiellement a evaluer l'activite toxique des composes de nature polysac­
charidique a l'egard des vitroplants de vignes. 

Materiel et methodes 

L'origine du materiel vegetal (diverses especes et varietes de Vitis et B. cinerea) et 
Jes conditions de culture ont ete decrites dans une precedente publication (VANNEL et 
al. 1991). 

Plantes h6tes 

Les vitroplants des vignes re s i s t a n t e s a B. cinerea: V. riparia L. cv. Gloire de 
Montpellier; m o yen n em en t s e n s i b I e s: V. vinifera L. cv. Cabernet Sauvi­
gnon clone 1565; t r e s s e n s i b I e s : v. vinifera L. CV. Chardonnay clone 95, Char­
donnay clone 96, Pinot clone 113, sont multiplies par microbouturage. 

Fractionnement des filtrats de cultures de B. cinerea 

Les filtrats utilises proviennent de cultures de l'isolat N agees de 4 semaines. 
Les polysaccharides sont isoles du milieu suivant le protocole de DlIBOURDIEU 

(1982). Ils sont precipites en deux fractions: 
la premiere fraction est precipitee par addition au filtrat de 0,5 volume d'ethanol a 
95 %, puis rincee plusieurs fois avec de !'ethanol a 50 %; elle est appelee P0,5 et 
correspond au glucane; 
la deuxieme fraction est obtenue apres addition de 3,5 volumes d'ethanol au surna­
geant de la premiere precipitation. Le precipite est recupere apres 16 h a 4 °C et 
rince plusieurs fois avec de !'ethanol a 80 %; cette fraction est appelee P4 et corre­
spond aux heteropolysaccharides. 
Les precipites sont recueillis apres centrifugation (20 min, 104 g, -10 °C). Ils sont 

ensuite redissous dans l'eau. 
Le melange de polysaccharides correspondant a la fraction P4 est ensuite frac­

tionne sur une colonne echangeuse d'anions, composee d'un gel de diethylaminoethyle 
DEAE Sepharose CL6B (Pharmacia) (KAMoEN et al. 1980). La fraction non retenue, 
appelee Dl, est eluee avec de l'eau. La fraction ionisee retenue sur la colonne, appelee 
D2, est recuperee apres elution par une solution de IM NaCl. Selon KAMOEN, la fraction 
Dl contient du mannose (58 %), du glucose (32 %), du galactose (9 %) et du rhamnose 
(moins de 3 % ), alors que la fraction D2 est composee principalement de mannose 
(84 % ), de glucose (7 O/o ), de galactose (8 O/o) et de rhamnose (plus de 4 % ). Une partie 
proteique est associee aux deux fractions. 

Toutes Jes fractions sont dialysees avant d'etre testees. La quantite de sucres est 
determinee par la methode phenol-sulfurique (DUBOIS et al. 1951). 

Bioessai 

Le filtrat et Jes differentes fractions isolees a partir du milieu de culture du cham­
pignon sont introduits dans le milieu de culture de vitroplants. Leur toxicite est evaluee 
par leur action inhibitrice sur la croissance de microboutures apres 2 mois de culture. 
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Les essais sont realises en tubes (6-12 tubes) ou en bocaux (2) contenant 12 bou­
tures. Chaque experience est effectuee au moins deux fois. Sur les graphiques illus­
trant Jes resultats, la moyenne des differentes mesures est indiquee avec son intervalle 
de confiance a 5 % (IC sur Jes graphiques). 

Resultats 

Effet des fractions P0,5 et P4 sur Jes vitroplants 

L'analyse de la toxicite des differentes fractions isolees a partir du filtrat de cul­
ture de B. cinerea montre que le glucane (fraction P0,5) ne modifie pas la croissance 

R CS 

E 
$ 

E 
..!:!. 

w w ..... ..... ..... ..... 
$ $ 

0 
T D P0,5 P4 T D P0,5 P4 

TRAITEMENT TRAITEMENT 

p 
8 CH95 

E 
..!:!. 
w 

e 
..!:!. 4 w ..... ..... ..... ..... 

$ $ 
0 

T D P0,5 P4 T D P0,5 P4 

TRAITEMENT TRAITEMENT 

CH96 

~ TAILLE (cm) 
E 
~ 
w - m-lc ..... ..... 
< I- -m+lc 

0 
T D P0,5 P4 

TRAITEMENT 
Fig. 1: Taille (en cm) des vitroplants de V. riparia (R) et de V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon (CS), 
Pinot (P), Chardonnay clone 95 (CH95) et clone 96 (CH 96) apres 2 mois de culture sur le milieu 
temoin (T) ou en presence du filtrat dialyse (D) ou des fractions correspondant au glucane (P0,5) et 

aux hereropolysaccharides (P4). 

Vitroplant height (in cm) of V. riparia (R) and V. vinifera cv. Cabernet Sauvignon (CS), Pinot (P), 
Chardonnay clone 95 (CH95) and clone 96 (CH96) after 2 months of culture on control medium (T) or 

on media containing dialysed filtrate (D) or glucan (P0,5) and heteropolysaccharides (P4). 
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des vitroplants (Fig. 1). Par contre, les heteropolysaccharides (fraction P4) ont la meme 
activite toxique que le filtrat: la croissance des vitroplants de vignes sensibles a 
B. cinerea est inhibee par la presence de ces composes dans le milieu de culture des 

Fig. 2: Vitroplants de V. vinifera cv. Chardonnay clone 95 apres 2 mois de culture en presence des 
fractions correspondant au glucane (P0,5) et aux heteropolysaccharides (P4). 

Vitroplants of V. vinifera cv. Chardonnay clone 95 after 2 months of culture on media containing 
glucan (P0,5) and heteropolysaccharides (P4). 
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Fig. 3: Taille (en cm) des vitroplants de V. riparia (R) et de V. vinifera cv. Chardonnay clone 95 
(CH95) apres 2 mois de culture sur le milieu temoin (T) ou en presence de la fraction contenant Jes 
heteropolysaccharides (P4), concentree trois fois (P4 x 3) ou des sous-fractions Dl et D2 (heteropo-

lysaccharides riches en mannose), concentrees trois fois (Dl x 3 et D2 x 3). 

Vitroplant height (in cm) of V. riparia (R) and V. vinifera cv. Chardonnay clone 95 (CH95) after 2 
months of culture on control medium (T) or on media containing heteropolysaccharides (P4), con­
centrated three times (P4 x 3) or subfractions Dl and D2 (with heteropolysaccharides containing 

chiefly mannose), concentrated three times (Dl x 3 and D2 x 3). 
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vitroplants. Lataille des vitroplants et de leurs feuille~ se trouve reduite. De plus, cette 
reduction s'accompagne d'une inhibition du developpement racinaire et d'un jaunisse­
ment des feuilles allant jusqu'au dessechement complet de la plantule (Fig. 2). Ces 
effets sont moins prononces sur Jes vignes moyennement sensibles ( V. vinifera L. cv. 
Cabernet Sauvignon) que sur Jes vignes tres sensibles ( V. vinifera L. cv. Chardonnay 
clones 95 et 96 et Pinot). Par contre, la croissance des vignes resistantes (V. riparia) 
n'est pas affectee (Fig. 1). 

Effet des fractions Dl et D2 sur Jes vitroplants 

Les deux sous-fractions (Dl et D2) isolees a partir de la fraction P4 ont egalement 
un effet sur la croissance des vitroplants de vignes sensibles (Fig. 3). La reduction de la 
taille de ces vitroplants est d'autant plus prononcee que la concentration de ces ele­
ments dans le milieu de culture est elevee. La fraction correspondant aux heteropoly­
saccharides riches en mannose (D2) est cependant la plus toxique. Sa toxicite est equi­
valente a celle de la fraction P4. La fraction Dl, quant a elle, doit etre concentree trois 
fois pour que sa toxicite soit equivalente a celle de la fraction D2. 

Discussion et conclusion 

Parmi Jes composes de nature polysaccharidique, isoles a partir du filtrat de cul­
ture liquide de B. cinerea, certains semblent responsables des symptomes phytopatho­
logiques observes sur Jes vitroplants. 

Le glucane n'a aucun effet toxique sur Jes vitroplants. II ne semble pas presenter 
d'interet en phytopathologie. En effet, ii forme un gel entourant Jes hyphes myce­
liennes et son taux de diffusion dans Jes tissus vegetaux est faible (KAMOEN 1984). 

Par contre, le complexe phytotoxique compose d'heteropolysaccharides, en parti­
culier ceux qui sont riches en mannose, provoque Jes memes symptomes que le filtrat. 
D'autres auteurs (KAMOEN et al. 1978; KAMOEN 1984; KAMOEN et al. 1985) avaient deja 
signale !'importance probable du role de ces composes dans la maladie. En effet, 
d'apres ces derniers, leur taux de diffusion dans Jes espaces intercellulaires et le 
xyleme des tissus foliaire est non seulement eleve, mais aussi superieur a celui des 
enzymes pectinolytiques. Leur activite pourrait done constituer la premiere etape de 
!'action biochimique du champignon au cours du developpement de la maladie. Sur Jes 
vitroplants, ces heteropolysaccharides ont une activite toxique systemique. Cette 
observation conforte l'idee du role important joue par ces composes en raison de leur 
mobilite dans Jes tissus vasculaires. 

Par ailleurs, cette etude a permis de mettre en evidence le caractere specifique de 
ces heteropolysaccharides qui sont toxiques uniquement sur Jes vitroplants de vignes 
sensibles. Ce resultat permet d'envisager leur utilisation comme agent selectif dans un 
programme de selection de somaclones resistants OU tolerants a B. cinerea. Rappelons 
a ce propos que la selection peut se faire non seulement en exer<;ant une pression de 
selection dans le milieu de regeneration des somaclones, mais aussi en criblant Jes 
plantes regenerees. Dans ce dernier cas, le bioessai realise avec Jes vitroplants permet 
de gagner plusieurs annees par rapport aux autres methodes qui utilisent du materiel 
vegetal provenant du vignoble. Cependant, prealablement a cette utilisation, l'etude de 
ces heteropolysaccharides devra etre approfondie dans le but de montrer que leur role 
est determinant dans la pathogenese. Sinon, ii se pourrait que Jes plantes resistantes a 
ces heteropolysaccharides ne le soient pas a la maladie. Dans cette optique, ii est 
important de souligner que l'etude presentee ici a ete realisee a partir d'un filtrat pro-
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venant d'une culture agee de 4 semaines. Par consequent, ii sera interessant de suivre 
la cinetique de production de ces heteropolysaccharides clans Les milieux de cultures de 
B. cinerea et de verifier si elle est correlee a la toxicite des filtrats bruts. 

Resume 

A partir du filtrat de culture brut, Les polysaccharides secretes par Botrytis cinerea 
ont ete isoles et precipites en deux fractions: glucane et heteropolysaccharides. La frac­
tion contenant Les heteropolysaccharides a elle-meme ete factionnee. L'activite toxique 
de ces differentes fractions a ete etudiee et comparee sur les vitroplants de plusieurs 
vignes, presentant differents niveaux de sensibilite a l'egard de B. cinerea. Avec le glu­
cane, aucun effet toxique sur la croissance des vitroplants n'a ete observe. Les hetero­
polysaccharides ont une activite toxique specifique identique a celle du filtrat de cul­
ture: Les plantes sensibles a !'agent pathogene sont aussi sensibles aux heteropolysac­
charides et reciproquement. 
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