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Influence of various parameters upon the growth of Bot1ytis cinerea on 
synthetic medium: 

Definition of a conidian cycle 

Summary : The growth of Bot1y tis cinerea from the germination of conidia to the emis­
sion of conidiophores appears as a conidian cycle. The Jength of thi s cycle is influenced by environ­
mental factors as temperature and pH. Malic and tartaric acids a re the most effective parameters , 
at concentrations of tartaric acid higher than 7 g/ l the formation of conidiophores is not possible. 

K e y wo r d s : Botrytis, growth, temperature, acidity , malic acid, tartaric acid, glucose; 
fructose. 

Introduction 

Botrytis cinerea est un champignon parasite de tres nombreux vegetaux supe­
rieurs (JARVIS 1977). Sur Je raisin il peut etre responsable d'une amelioration de qualite 
(pourriture noble) ou d'une importante depreciation (pourriture grise). Lors de J'atta­
que de pourriture, les conidies de B. cinerea emettent un ou plusieurs tubes germina­
tifs qui penetrent par Jes diverses microfissurations de Ja pellicule (BESSIS 1972). Le 
mycelium se developpe ensuite dans J'epaisseur des parois des cellules epidermiques et 
sous-epidermiques (PucHEU-PLANTE et MERCIER 1983). Au bout de 4-8 d, des hyphes 
emergent de Ja surface du fruit et se developpent en conidiophores. De nombreux tra­
vaux ont montre J'importance de J'eau et de diverses substances nutritives sur Ja germi­
nation des conidies et Je developpement du tube germinatif (BLAKEMAN 1980). Le röle 
preponderant de Ja lumiere dans Je processus de formation des conidies a egalement 
ete etudie (EPrüN et RICHMOND 1980). 

Mais il existe peu de con naissances sur Ja phase vegetative de croissance prece­
dant Ja conidiation, phase dont Ja duree est determinante dans J'importance et Ja qua­
lite des modifications de Ja constitution chimique du raisin par Ja pourriture. Cette 
remarque nous a incites a rechercher J'existence d'un cycle conidien chez B. cinerea. 
Ce travail se propose de determiner Ja duree de ce cycle et J'influence de certains effec­
teurs susceptibles d'intervenir sur Je raisin, par exemple !es teneurs en acides tartrique 
et malique et en sucres simples (glucose et fructose). L'action du pH et de Ja tempera­
ture est egalement envisagee. Parallelement, J'analyse des milieux de culture apres 
developpement de B. cinerea montre J'intensite de Ja degradation des differents sub­
strats carbones . 



22 B. DüNECHE et B. PucHEU-PLANTE 

Materiel et methodes 

Les expenences ont ete realisees avec la souche de B. cinerea C.77.4 isolee du 
vignoble de Bordeaux (Collection de l'Institut d'Oenologie, Universite de Bordeaux II). 

Le champignon a ete cultive sur un milieu mineral contenant: KH2P04, 3 g/ l; KCl, 
0,5 g/l; MgS04, 0,5 g/l; NaN03, 5,0 g/l; FeS04, 1 mg/l; ZnS04, 1 mg/l; CuS04, 1 mg/l. La 
source de carbone varie selon l'experience. 

Fig. 1: Les differents stades du cycle conidien chez BotiJ·t is cinerea. Conidies isolees (I), emission 
du tube germinatif (II), premiere dichotomie (III) et deuxieme dichotomie (IV} du filament myce­
lien, developpement des conidiophores (V) . (Microphotographies : Departement de Microscopie 

Electronique, Universite de Bordeaux). 

The different steps of the conidian cycle of Botrytis cinerea. Detached conidia (I), emission of ger­
minative tube (II), fjrst branching (III} and second branching (IV) of mycelium, growth of conidio­

phores (V). 
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Pour etudier l'effet de l'acide tartrique, Je milieu mineral a ete additionne de 1, 2, 5, 
7 et 10 g/1 d'acide L-tartrique, puis Je milieu a ete ajuste a pH 3,5 avec 1 M NaOH. Pour 
l'acide L-malique, !es concentrations de 2, 5, 10, 15 et 20 g/1 ont ete testees. 

L'influence des sucres simples a ete etudiee sur Je milieu mineral a pH 3,5 par 
addition d'un melange 1 : 1 de glucose et de fructose. Les concentrations de ce melange 
ont ete de 50, 100, 150, 200, 250, 300, 350 et 400 gil. 

Le milieu mineral contenant 200 g/I de sucres {glucose, 100 g/I; fructose, 100 g/1); 
acide tartrique, 5 g/l; acide malique, 10 g/I a ete choisi pour observer !es effets du pH et 
de la temperature. 

Ces differents milieux sont repartis en boites de Petri steriles, a raison de 10 ml/ 
boite. L'ensemencement est effectue sous atmosphere sterile en deposant des conidies 
a la surface du liquide par retournement d'une culture sporulee de B. cinerea sur Malt 
Extract Agar. Par cette technique, chaque boite de Petri rec;:oit de 250- 300 conidies 
sans aucun fragment mycelien. 

L'incubation est realisee avec des phases alternees {12 h) de lumiere et d'obscurite 
a Ja temperature de 20 °C, a l'exception de l'essai sur l'influence de Ja temperature. Le 
developpement mycelien est suivi par observation microscopique (grossisse-
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Fig 2: Influence de la temperature sur la duree du cycle conidien de Bot1ytis cinerea. 

Effect of temperature on the length of the conidian cycle in Botiytis cinerea. 
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ment x 450). La dun~e du cycle conidien est obtenue lorsque 50 % des spores initiales 
ont atteint le stade d'emission des conidiophores . 

L'analyse de la constitution des milieux apres developpement de B. cinerea est 
faite par methode enzymatique selon les techniques decrites par BERGMEYER (1974) . 
L'acide tartrique est determine par mesure a 500 nm du complexe forme entre l'acide 
tartrique et l'acide vanadique en milieu tamponne a pH 3,7. 

Ces essais ont ete repetes trois fois, et chaque resultat presente est la moyenne de 
ces trois repetitions. 

Resultats 

Le cycle conidien de Botrytis cinerea 

Cinq stades sont proposes pour definir le cycle conidien (Fig. 1): 
I - conidies isolees 
II - emission du tube germinatif 
III - premiere dichotomie du filament mycelien 
IV - deuxieme d ichotomie du filament mycelien 
V - developpement des conidiophores 
La duree de ce cycle est tres variable; eile passe de 70 h a plus de 800 h selon les 

conditions du milieu. Pour les plus longs cycles, et a rexception d'un cas signale (acide 
tartrique), aucune etape n'est particulierement ralentie; dans tous les cas le temps de 
passage entre deux stades consecutifs est toujours environ 1,8 fois superieur a la duree 
du stade precedent. 
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Fig. 3: Influence du pH sur Ja duree du cycle conidien de Bot1ytis cinerea. 

Effect of pH on the length of the conidian cycle in Botiytis cinerea. 
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Influence de l a temperature et du pH 

L'effet de la temperature a ete etudie sur un milieu de composition voisine de celle 
du moO.t de raisin, a pH 3,5. Entre 5 °C et 22 °C, la vitesse de croissance de B. cinerea 
augmente avec la temperature, entrainant une duree du cycle de plus en plus courte 
(Fig. 2). Au dessus de 25 °C, le developpement_ du champignon est ralenti et il y a tres 
rapidement inhibition totale. II n'a pas ete possible d'obtenir la germination des coni­
dies pour des temperatures superieurs a 35 °C. 

Comme de nombreux champignons inferieurs B. cinerea se developpe plus rapide­
ment dans un milieu legerement acide. La vitesse de croissance est optimale pour des 
pH compris entre 3,0 et 5,0 (Fig. 3). Mais il supporte des pH plus bas de !'ordre de 2,0. 
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Fig. 4: Effet de Ja concentration en acide maJique sur Ja duree du cycJe conidien de Botrytis cinerea. 

Effect of the concentration of malic"acid on the Jength of the conidian cycJe in Botrytis cinerea. 
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Influenc e des principaux constituants du raisin 

Le developpement de B cinerea est fortement ralenti par des concentrations crois­
santes en acide malique (Fig. 4). La duree du cycle conidien suit une relation du type 
log y = ax + b. Pour 15 valeurs differentes, cette relation s'ecrit: 

log y = 0,038x + 1,77 
y = duree du cycle conidien en h 
x = acide malique en g/l 

Le coefficient de correlation est egal a 0,995. 
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Fig. 5: Effet de la concentration en acide tartrique sur Ja dun~e du cycle conidien de Botiytis 
cinerea. 

Effect of the concentration of tartaric acid an the length of the conidian cycle in Bot1ytis cinerea. 
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Ce phenomene est encore plus marque pour l'acide tartrique (Fig. 5). Lorsque Ja 
concentration en acide tartrique augmente de 5 a 7 g/l, Ja duree du cycle conidien est 
plus que doublee. Mais il existe Je meme type de relation que pour l'acide malique: 

log y = 0,127x + 1,68 
y = duree. du cycle conidien en h 
x = acide tartriqtie en g/1 

Pour 12 valeurs differentes, Je coefficient de correlation est 0,986. En presence de 
10 g/l d'acide tartrique, le developpement de B. cinerea s'arrete au stade III et il n'est 
pas possible de determiner Ja duree totale du cycle conidien. Les cultures presentent 
dans ce cas l'aspect d'un feutrage mycelien a filaments courts et denses . 

L'effet de la concentration en sucres simples (glucose et fructose) est plus attenue 
(Fig. 6). La duree du cycle conidien augmente legerement pour des concentrations 
croissantes en sucres de 50 a 200 g/1, puis se stabilise pour des concentrations superieu­
res. Mais le temps du cycle conidien n'est que double pour les concentrations extremes. 

Degradation des differents s ub strats carbones 

Le developpement de B. cinerea sur milieu mineral additionne d'un seul substrat 
carbone s'accompagne necessairement de l'assimilation de ce substrat. Mais l'augmen­
tation de la duree du cycle conidien n'entraine pas une utilisation proportionellement 
plus importante du substrat de croissance (Fig. 7). A partir de concentrations initiales 
superieures a 50 g/1 le pourcentage de sucres degrades represente moins de 50 % et 
diminue regulierement au fur et a mesure que Ja concentration en sucres du milieu 
augmente, malgre l'augmentation apparente des quantites degradees. 
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Fig. 6: Effet de la concentration en sucres simples (glucose et fructose) sur Ja duree du cycle coni­
dien de Botrytis cinerea. 

Effect of the concentration of reduced sugars (glucose and fructose) on the length of the conidian 
cycle in Bot1ytis cinerea. 
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Fig. 7: Effet de la concentration initiale sur la degradation du substrat de croissance. ff - ff = 
Acide malique; *-* = acide tartrique; • - • = sucres s imples (glucose et fructose) . 

Effect of the initial concentration on the degradation of the growth substrate. 1' - 1' = Malic acid; 
*-* = tartaric acid; • - • = reduced sugars (glucose and fructose). 

Ce phenomene est moins marque en ce qui concerne l'acide malique. Lorsque Ja 
concentration en acide malique du milieu de culture augmente de 2 a 20 g/1, Je pourcen­
tage de degradation diminue de 73 a 59 %. Par contre, Ja degradation de l'acide tartri­
que diminue tres fortement lorsque sa concentration initiale augmente. A partir de 
5 g/l, l'assimilation devient rapidement negligeable . l'analyse periodique des milieux de 
culture montre que ces acides sont degrades essentiellement au debut du developpe­
ment du champignon. 

Discussion 

La definition d'un cycle conidien, teile qu'elle est proposee dans ce travail, repre­
sente une methode originale pour Ja mesure de Ja croissance du champignon. En effet 
il est classique de mesurer Ja croissance -d'un champignon inferieur tel que B. cinerea 
par Ja determination du poids sec de mycelium. Mais a partir d'un certain stade de 
developpement, l'accroissement de la masse mycelienne peut simplement resulter de 
l'accumulation de diverses substances de reserve alors que l'activite metabolique du 
champignon n'augmente plus. Cette fin de Ja croissance est difficile a determiner et !es 
cultures au laboratoire sont souvent prolongees au dela de cette limite. 

L'emission des conid iophores, qui constitue Ja fin du cycle conidien, intervient 
lorsque certaines . conditions intramyceliennes sont reunies (HAWKER 1957). De telles 
conditions sont influencees par l'environnement. Cette etude montre que Ja duree du 
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cycle varie de 55 a 800 h selon !es conditions du milieu; eile est voisine de Ja duree 
reelle du developpement de B. cinerea sur Je raisin (3-15 d). 

Les resultats montrent que Ja temperature optimale de developpement de B. cine­
rea correspond bien aux conditions climatiques du vignoble de Bordeaux en fin de 
maturation du raisin. L'inhibition rapide de Ja croissance qui se produit pour des tem­
peratures relativement peu elevees est un phE'!nomene connu ·chez !es champignons 
(DEVERALL 1965). 

Le pH optimum est proche du pH vacuolaire des cellules de Ja pulpe (pH = 3,5) et 
de Ja pellicule (pH = 4,3) du raisin mur (RIBEREAU-GAYON et al. 1975). On constate 
qu'une croissance du champignon est possible a pH bas, ce qui laisse penser que !es 
parois myceliennes sont peu permeables aux ions hydrogenes afin de maintenir Ja neu­
tralite interne necessaire au fonctionnement des enzymes intracellulaires. II est vrai­
semblable que !es anions organiques penetrent egalement tres lentement. HAMPEL 
(1970) a montre que B. cinerea n'assimile pas Je tartrate disodique . A pH = 3,5 cette 
forme represente plus de 8 % de Ja concentration totale en acide tartrique. Au cours du 
developpement du champignon, Je pH du milieu de culture augmente, et a pH = 7,0 Ja 
totalite de l'acide tartrique est alors sous forme de tartrate disodique non assimilable, 
ce qui peut expliquer l'arret de Ja croissance mycelienne. Ce phenomene est moins 
marque pour l'acide malique dont !es fonctions acides ont des constantes de dissocia­
tion plus elevees. 

L'acide tartrique, et dans une moindre mesure l'acide malique, apparait comme 
l'effecteur Je plus actif dans Je developpement de B. cinerea. La richesse en sucres sim­
ples pour des teneurs superieures a 150 g/1 n'influence que faiblement Ja duree du cycle 
conidien. Au cours de Ja maturation, Ja constitution chimique du raisin se rapproche 
des conditions optimales de developpement du champignon par diminution de Ja con­
centration en acides. La maturite technologique du raisin semble correspondre au 
moment Je plus favorable pour l'attaque de pourriture. 

Resume 

Le developpement de Bot1ytis cinerea de Ja germination des conidies a l'emission 
des conidiophores presente l'aspect d'un cycle conidien. La duree de ce cycle est sous 
l'influence des conditions du milieu (temperature, pH). Les acides tartrique et malique 
sont !es effecteurs !es plus actifs; il n'y a pas de formation de conidiophores pour des 
concentrations en acide tartrique superieures a 7 g/l. 
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