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INTRODUCTION

L'Arachide (Arachis hypogaea L.) est une plante oléagineuse
de la famille des Légumineuses, appartenant au sous-groupe des
Papillicnacées, trés largement répandue dans toutes les régions
tropicales du monde. Sa zone de culture, comprise entre le 40°
paralléle Nord et 1le 40° paralléle Sud (McDONALD, 1984) a
l'exception des régions désertiques et sahélienes, couvre une
superficie d'environ 19 millions d'hectares (F.A.0., 18978). La
production mondiale moyenne est estimée a 20,4 millions tonnes de
gousses par an (IRHO/CIRAD, 1986).

I- ORIGINE ET HISTORIQUE DE LA CULTURE

Selon HIGGINS (1951), l'Arachide serait originaire d'Amérique
du Sud, de la région du Grand Chaco (Paraguay et Parana). La
littérature rapporte son existence dés le 16é& siécle, mais ce
n'est qu'au cours du 18% siécle que cette plante fut signalée dans
la plupart des pays tropicaux du monde (cdétes d'Afrique, Jamaique,
Asie, 1iles du Pacifique) (GILLIER et SILVESTRE, 1969). Selon ces
auteurs, les portugais auraient introduit 1l'Arachide au début du
16€ siécle sur la cbte occidentale d'Afrique, alors que les
espagnols le firent, a peu prés a la méme époqué, aux Philippines,
a partir de la cdte Quest du Mexique. De 1la, cette culture se
serait étendue vers la Chine, le Japon, le Sud-Est Asiatique,
1'Inde et 1'Australie. Et c'est probablement a partir du Sri Lanka
(ex-Ceylan), ou de la Malaisie, gu elle auralt ensuite atteint

Madagascar et la cbéte orientale d'Afrique.

Il - INTERET DE L'ARACHIDE : UNE CULTURE IMPORTANTE
POUR LES PAYS EN DEVELOPPEMENT

L'Arachide est une plante totalement comestible; la graine

est consommée par 1l'homme, le reste'par le bétail:
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-la graine a_unéfﬁaieur'nutritive trois fois supéﬁieure'é
celle des Céréaleé{?du.fait de sa forte teneur en huile (48 & 53%)
et en protéines (25'é 34%). Dans les régions des zones tropicales
ou les oléagineux pérennes (palmier et Cocotier) ne se développent
pas, l'Araéhide éonstitue la principale source d'huile; elle
représente, dﬁ point de wvue énergétique, 5.800 k.calories/kg
contre 3.500 pour les céréales. En outre, elle renferme une forte
teneur en protéines et acides gras essentiels, que l'organisme
humain ne peut synthétiser.

-le tourteau (résidu de la graine aprés extraction de
l'huile) riche en protéine (48 & 50%), a constitué pendant
longtemps un élément important dans l'alimentation du bétail en
Europe, et singuliérement en France.

~les fanes servent également & l'alimentation du bétail, a
tel point que dans certaines régions,; l1'Arachide est cultivée pour
la seule production de fanes.

Qutre son interét au plan nutritionnel, il convient de
signaler gque les <coques d'Arachide peuvent é&tre largement
utilisées comme combustible dans les pays en voie de développement
ou le probléme de l'énergie est crucial.

La culture de l'Arachide revét donc, pour certains pays, une
importance considérable; ceci d'autant plus que l'huile extraite
de la graine d'une part, et 1l'Arachide dite "de bouche" d'autre
part, se vendent & des prix élevés par rapport aux autres produits
alimentaires, ce qgui place cette culture au rang des cultures
rentables. A noter que la culture de 1'Arachide est souvent
pratiquée en rotation avec les céréales (tels gue Mil et Sorgho)
et le coton, dont 1l'apport nutritif (lipides, protéines) est

complémentaire de celui des céréales (glucides) (IRHO/DOA, 1984).

- &l-~,
4,
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I - CONDITIONS D'EXPLOITATION DE L'ARACHIDE

Bien qu'ii existe de nombreuses exploitations de type
industriel, environ 67% de la production mondiale d'Arachide
provient des petites exploitations paysannales des zones
tropicales humides et semi-arides. Dans de telles exploitations,

les rendements restent faibles, de l'ordre de 780 kg/ha de gousses



séches, alors que, potentiellement, ils peuvent atteindre 5.000
kg/ha (McDONALD, 1984). En effet, de nombreuses contraintes
limitent 1la proéuction arachidiére: maladies d'origine
parasitaires, ravageurs, aléats climatiques. En ce qui concerne
les maladies, celles d'origine parasitaire sont 1les plus
importantes. Ainsi, en Céte d'Ivoire par exemple, ou la culture de
l1'Arachide couvre 60.000 ha environ (source: Ministére de
l1*Agriculture, 1975), des enquétes phytosanitaires ont permis de
recenser seize champignons phytopathogénes différents, dont six
sont largement répandus (SAVARY, 1987 a) et parmi lesquels
Puccinia arachidis, Cercospora arachidicola et Cercosporidium

personatum présentent un danger majeur.

IV - LA ROUILLE DE L'ARACHIDE

La rouille de 1'Arachide est une maladie foliaire dle & P.
arachidis. Cette affection, prédominante dans de nombreuses
régions arachidiéres, peut causer Jjusqu'a 50% de pertes de
rendement dans les conditions traditionnelles de culture
(SUBRAHMANYAM et McDONALD, 1983; SAVARY, 1984), et prés de 79% en
cas d'épidémie artificielle (MAYEE et BAHETI, 1983). Cette maladie
a retenu l'attention des pathologistes, et des responsables du
développement rural, en raison de sa progression rapide sur
l'ensemble des grandes régions de production du monde. Avant 1969,
l'aire de distribution de cette maladie était limitée a 1l'Amérique
du Sud et aux Caraibes. Depuis cette épcogque, elle s'est
progressivement étendue a presque toutes les régions arachidieéres
du globe [ (SUBRAHMANYAM et al., 1983 a, 1983 b) (figure 1)]. En
Afrique occidentale, et notamment en Cégg%d’lvoire (SAVARY,
1984), elle est devenue, depuis quelques années, un facteur
important de réduction des rendements (BROMFIELD, 1974; McDONALD
et EMECHEBE, 1978). Au champ, elle se développe souvent avec deux
autres parasites, C. arachidicola Hori, et C. personatum (Berk &
Curt.) Deighton (figure 2) (Cercosporioses de 1'Arachide)

accentuant davantage encore la baisse de rendement.
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Figure 2: Une feuille d'Arachide du génotype Local (sensible) ayant des 1€sions de rouille (R) et
de cercosporiose (C).
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1. POSITION TAXONOMIQUE DE PUCCINIA ARACHIDIS

P. arachidis eét un champignon Basidiomycete de l'ordre des
Urédinales. Ce champignon a été a décrit pour la premiére fois par
SPEGAZZINI en 1884. Plusieurs autres descriptions ont toutefois
été proposées avant l'adoption de la terminologie actuelle. Ce
sont

* Uredo arachidis Lagerheim. 1894. Tromso. Mus. Aarsh. 17:106.

* Uromyces arachidis P. Henn. 1896. Hedwigia 35 : 224

*Bullaria (?)arachidis (Speg.) Arthur et Mains 1922. North

American Flora 7 (7) : 484.

Les urédospores, de forme circulaire ou elliptique, sont de
couleur brun foncé a maturité, et mesurent 16-22 (-24) x (21-)
23-29 (-30)u. Leur paroi, épaisse et ornementée, posséde de 1 a 4
pores de germination (ARTHUR, 1934, et JACKSON et BELL, 1969). La
viabilité de ces spores est faible (45 jours, MAYEE et EKBOTE,
1983; SUBRAHMANYAM, Comm. Pers.).

En général, le cycle biologique des agents de rouille est
complexe. Celui de P. arachidis n'est principalement connu que par
son stade urédospore. Toutefois, quelques auteurs ont décrit le
stade téleutospore, au cours duquel intervient la méilose; aucun
hote secondaire n'est, a ce jour, connu. La totalité de son cycle
n'ayant pas été décrit, la position taxonomique de P. arachidis

reste proviscire.

2. SYMPTOMATOLOGIE

La rouille est facilement identifiée grdce a ses urédosores
(figure 3) brun-orangées. Habituellement disposées a la face
inférieure des feuilles, les urédoscres peuvent: (dans le cas de
variétés sensibles), également apparaitre, ultérieuremént, a la
face supérieure. Elles sont circulaires et mesurent O,S a 1,4 mm
de diamétre. Ces urédosores produisent de nombreuses urédospores,
de méme couleur, qui germent & la surface des feuilles lorsque
lthumidité et la température sont favorables. Les tubes

germinatifs différencient des appressoria, puis des hyphes
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Figure 3: Une feuille d'Arachide du génotype Local (sensible) infectée par Puccinia arachidis.

d'infection qui pénétrent dans les tissus foliaires par les
stomates. La période d'incubation de la maladie est variable, de 9
a 20 jours selon les conditions climatiques et la sensibilité de
1'héte (SUBRAHMANYAM et McDONALD, 1983). Les feuilles infectées

par ce champignon se désséchent sans se détacher de la tige.

3. BIOLOGIE DE P. ARACHIDIS
N *".;,

P. arachidis est classé parmi les parasites stricts bien que
certains auteurs aient réussi, avec beaucoup de difficultés, a le
cultiver. Il infecte plusieurs espéces appartenant au genre
Arachis; d'autres hétes n'ont jamais été décrits. Dans la nature,
la dissémination des urédospores est anémochore et peut porter sur
de grandes distances (WELLS, 1962; O'BRIEN, 1977; THOMPSON et
SMITH, 1971; SUBRAHMANYAM et McDONALD, 1982). Cependant, la
culture de l'Arachide en cycles successifs tout au long de 1l'année

(dans les zones treés humides) et son intensification, ainsi que la

-



présence de repousses apres récolte favorisent le développement et
la sévérité des épidémies (SUBRAHMANYAM et McDONALD, 1983; SAVARY,

1987 a).

4. LUTTE CONTRE LA ROUILLE
Plusieurs méthodes de lutte sont actuellement envisageables.
1°) LES METHODES AGRONOMIQUES

L'application des mesures suivantes permet de réduire

considérablement l'incidence de la maladie:

* élimination compléte des repousses,

* pratique de la jachére,

*

élimination des mauvaises herbes,

* bonne gestion des dates de semis

En pratique, surtout en milieu "paysannal traditionnel”™ il
est illusoire de se fier & la mise en oeuvre de telles mesures

compte tenu des moyens disponibles treés limités.
2°) LA LUTTE CHIMIQUE

Plusieurs auteurs ont préconisé l'utilisation de produits
chimiques pour lutter contre la rouille (PATIL et al., 1979; SMITH
et LITTERELL, 1980; MAYEE, 1982, MAYEE et BAHETI, 1983; SAVARY,
1984; SUBRAHMANYAM et al., 1985). Parmi c¢348£?duits, la bouillie
bordelaise, 1l'hydroxyde de fentin, le tridémorphe et le
chlorothalonil sont les plus efficaces. Cependanf les difficultés
d'approvisionnement, leur coQt élevé et les difficultés de la mise
en oeuvre correcte des traitements limitent leur utilisation

systématique dans les pays en développement (GIBBONS, 1980).
3° LA LUTTE BIOLOGIQUE

Malgré l'existence de plusieurs hyperparasites de la rouille
(SUBRAHMANYAM et McDONALD, 1983) tels que Verticillium lecanili



‘(Zimmerm') viegas, Penicillium islandicum Sopp.; Eudarluca caricis
kgr-) 0. ericks, Acremonium persicinum (Nicct) W. Gamms, Darluca
fiiﬁm (Biv.) et Tuberculina costaricana Syd., une seule étude, &
ﬁotre connaissance, a été entreprise, visant a l'utilisation de
certains de ces champignons & 1l'encontre de P. arachidis

(ZAMBETTAKIS et al., 1985) .
4°)y LA LUTTE GENETIQUE

C'est certainement 1'une des meilleures méthodes de lutte
actuellement connue contre cette maladie. Plusieurs équipes de
chercheurs (ORSTOM, IRHO, ICRISAT, Univ. du Texas, Instituts de
recherche agronomique de divers pays d'Afrique tels que INERA,
ISRA...) contribuent, par leurs efforts, a 1l'amélioration
variétale de 1'Arachide contre la rouille. De nombreuses variétés
résistantes ont ainsi été caractérisées. Les techniques de
transfert des caracteéres de résistance (par hybridation) aux
variétés sensibles (agronomiquement beauccoup plus productives)
sont en cours d'élaboration (McDONALD, 1984; IRHO/DOA, 1984),
Plusieurs problémes demeurent cependaht non résolus, tels que la
conservation de la résistance dans ces variétés et l'existence
eventuelle de races physiologiques du parasite capables de

surmonter ces résistances partielles ou totales.

V.-  GENERALITES SUR LES MECANISMES DE LA
RESISTANCE CHEZ LES PLANTES

B P

L'augmentation réguliére de la population hpndiale exige un
accroissement constant des espaces cultivaﬁles cu de la
productivité agricole dans le but de subvenir aux Dbesoins
alimentaires croissant de cette population. Le développement
important des cultures vivriéres a vu apparaitre, parallélement,
de nombreuses maladies infectieuses provoguant une baisse
spectaculaire des rendements. La lutte contre ces maladies s'avére
donc indispensable; parmi les méthodes préconisées, la sélection

de variétés résistantes semble représenter wune solution

N
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satisfaisante. Dans ce cadre, la compréhension des interactions
héte-parasite, en termes de mécanismes de défense, peut contribuer
a la réalisation d'une telle approche.

Les mécanismes de défense des plantes ont trés largement été
étudiés, tant au plan moléculaire gque cellulaire. D'aprés
HEITEFUSS (1980), la résistance active des plantes & l'attaque par
des microorganismes est la résultante de toute une série de
processus interconnectés, induits dans la cellule-héte suite & des
phénoménes de reconnaissance intervenant entre la plante et son
parasite. Les conséguences de cette réaction sont 1l'inhibiticn ou
l*'élimination du parasite potentiel. Les mécanismes actifs de
défense se traduisent, chez la plante, par la formation de

barrieres physiques et/ou biochimiques. -
1. LES BARRIERES PHYSIQUES

Parmi les barrieres physiques différenciées par la plante en
réponse a une aggression parasitaire, citons la formation de cals
(KOUNOH et ISHIZAKI, 1976), la lignification et la subérification
des parois (RIDE, 1975) et la formation de papilles dont  le rdle
dans la défense active est toutefois controversé (HEITEFUSS,
1980) . Enfin, le phénomene d'encapsulation des hyphes d'infection
ou des haustoria, bien connu chez les plantes parasitées par les
agents de rouille, ou par certains Colletotrichum (DARGENT et
TOUZE, 1974), est également considéré comme une barriére physique.

2. LES BARRIERES CHIMIQUES

Dans 1le cas des barriéres chimiques, on distingue des
substances '"préformées" préexistantes .é f*infection, et des
substances, globalement désignées sous le terme de "phytoalexines"
élaborées aprés infection. Les composés phénqliques_et terpéniques
constituent les principales barriéres préexistantes aux
infections. Ils ont été décrits chez de nombreuses plantes
(SCHLOSSER, 1980; SCHONBECK et SCHLOSSER, 1976).

Cependant, les recherches menées sur les phytoalexines
suscitent un intérét majeur. En effet, prés de 300 de ces

composés, appartenant & différents groupes chimiques, ont été
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identifiés chez une quinzaine de famillés botaniques. La premiere
phytocalexine, la pisatine, un ptérocarpane, a été isolée chez le
Pois (Pisum sativum) (PERRIN et BOTTOMLEY, 1962). La phaséolline
fut ensuite isolée chez Phaseolus vulgaris (CRUICKSHANK et
PERRIN, 1963), suivie de nombreuses autres dont 1la

6-0~hydroxyphaséolline, extraite du soja infecté par Phytophthora
megasperma var. soja (KEEN et al., 1971); le vignafurane chez
Vigna ungiculata infecté par Colletotrichum lindemuthianum (PRESON
et al., 1975) et dans les feuilles détachées de Tetragonolobus
maritimus (L.) Roth inoculées par des conidies d'Helminthosporium
carbonum (INGHAM et DEWICK, 1%978). Enfin, chez 1l'Arachide
(HIJWEGEN, 1973), des ptéroccarpanes ont également été isolés.

De facgon générale, on constate que les composés ayant une
action toxique in vitro & l'encontre des micro—orgahismes sont
nombreux chez les dicotylédones. Les isoflavonolides et autres
dérivés s'accumulent principalement dans le cas des légumineuses
infectées. Actuellement, une centaine de ces composés ont été
caractérisés chez les Papillionacées (INGHAM, 1982).

En ce qui concerne las plantes affectées par des
rouilles, les mécanismes de défense sont extrémement variés.

Dans le cas de Phaseolus vulgaris inoculé par Uromyces vigna
Barcl., la teneur élevée en composés phénoliques associés aux
parois est responsable de l'arrét de la croissance du champignon
(HEATH et STUMPF, 1986), tout comme peut l'étre une déficience en
éléments nutritifs chez Vigna sinensis, infecté par U. phaseoli
var. vignae (HEATH, 1972).

En revanche, <chez 1les graminées et d'autres familles
botaniques, les phytoalexines semblent - -comstituer le support
essentiel des mécanismes de défense, excepté}ghez 1'0Orge chez
lequel un mécanisme inconnu empéche la formation d'haustoria de
Puccinia hordei dans les variétés résistantes (NICKS, 1986).
Trois phytoalexines, les avénalumines (I, II, III) s'accumulent
dans le cas dés interactions incompatibles entre 1l'Avoine et
Puccinia coronata f.sp. avenae (MAYAMA et al., 1982). Des études
trés détaillées menées par LEATH et ROWELL (1966, 1969 et 1970)
sur des interactions identiques entre le Mais et Puccinia

graminis, suggérent l'intervention d'une phytoalexine (non
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identifiée) comme facteur de résistance. Par ailleurs, KEEN (1979)
constate que la production de novo de deux composés fongitoxiques,
1'alcool et 1l'aldéhyde coniférylique, peut étre considérée comme
un mécanisme de résistance chez le Lin attaqué par Melampsora

1lini.

Concernant 1'Arachide, de nombreux travaux font é&tat de
divers mécanismes physiologigques intervenant dans 1la
pathogenése induite par P. arachidis. SUBRAHMANYAM et al., (1976,
1978) observent une accumulation de sucres totaux et d'azote
aminé, une diminution de 1l'évapotranspiration de la plante, ainsi
qu'une augmentation de la respiration des feuilles parasitées.
Dans ces mémes feuilles, une augmentation de la teneur en
protéines et en sucres solubles a également été observée, tandis
que les quantités d'acide ascorbique, de chlorophylle et de
phosphore diminuent (SIDDARAMAIAH et al., 1979). Par ailleurs, une
diminution de 1la <concentration en glycolipides et en
phosphatidyl-glycérol coincide avec une diminution de la teneur en
chlorophylle, attribuée a 1la dégradation des membranes
chloroplastiques (RAMAGOPAL et SREENIVASULU, 1983). Selon REDDY
(1984), il n'y a aucune différence qualitative dans le contenu en
acides phénoliques entre tissus parasités et sains. En revanche,
l'infection provoque une augmentation de la teneur en composés
phénoliques, comme les acides chlorogénique et caféique. Enfin,
au cours de la période de latence de l'infection, on peut noter un
accroissement de certaines activités enzymatiques (peroxydase,
acide ascorbique oxydase et phénoloxydase; EKBOTE et MAYEE, 1984).

Les travaux sur les phytoalexines produites par
l'Arachide ont été initiés par KEEN et [ INGHAM (1976). Ces
chercheurs ont iso0lé les isoméres cis ettrans gﬂ’3,5,4'—trihydroxy
stilbéne, qui semblent dériver des cis et trans 3:5,4'-trihydroxy~
4-isopentényl stilbeénes, décrits par ailleurs chez une variété
africaine d'Arachide (INGHAM, 1976). Deux autres phytostilbeénes
ont aussi été découverts dans les graines attagquées par divers
microorganismes (AGUAMAH et al., 1981l). L'induction de 1la
biosynthése du trans-résvératrol a également été observé chez
trois variétés sensibles infectées par Curvularia spilcata ou par
Helminthosporium oryzae (NARAYANASWAMY et MAHADEVAN 1983 a et b).
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,Régemment, STRANGE et al. (1985) ont constaté que les folioles
para31tees par Cercospora arachidicola ou Phoma arachidicola
réaglssent en produisant une phytoalexine, la médicarpine

(3¥hydroxy“9—méthoxyptérocarpane).

Ainsi, si les travaux sur les capacités de défense de
1'Arachide a l1'encontre de divers parasites sont relativement
nombreux, on constate toutefois gu'aucune étude n'a été conduite
sur les mécanismes de défenses élaborés par cette plante apreés
infection par P. arachidis, ceci, malgré 1l'importance de ce
parasite et la decouverte de variétés résistantes. C'est pourguoi
nous avons choisi d'étudier quelques-unes des réactions
biochimigques et cytologiques de 1'Arachide & P. arachidis,
susceptibles d'intervenir dans la défense active de 1l'hdte.

VI - OBJECTIFS ET PROGRESSION DES RECHERCHES

Dans le cadre de 1l'étude des réactions de défense élaborées
par l'Arachide en réponse & l'infection par P. arachidis, nous
avons tenté de répondre & plusieurs questions:

1. Quels types de réaction & 1'infection 1'Arachide
€labore-t-elle? Concernant ces réactions, existe-t-il une
différence entre l'agression d0 & l'attaque parasitaire et une
agression physique (stress) telle que l'abscission des feuilles?

2. Existe-t-il une induction des réactions en fonction du
temps apreés l'infection et/ou en fonction de l'origine variétale?
Quelle signification, peut-on attribuer & l'accumulation de
produits fongitoxiques? Quelle est la nature de ces derniers;
est-il légitime de les assimiler a des phytoalex1nes7

3. Est-il possible de moduler le dérbulement de 1la
pathogénése par 1l'administration de composés chlmlques (AOA, TEPA)
ou par une inoculation préalable de la plantﬁ par un champlgnon
non pathogéne (prémunition)? Une telle_;nteractlon présente—t—elle

un intérét au plan pathologique ?

En pratique, le présent mémoire eSt’St:Ucturé en quatre

chapitres.

4
i
|
|
|
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Le premier chapitre, intitulé "Mise en evidence de quelques
réactions de 1'Arachide en réponse a l'attaque par P. arachidis
se veut non pas un répertoire exhaustif des réactions de cette

A1

plante, mais plutdt un indicateur de certaines tendances dans des
domaines conditionnant généralement 1l'établissement de relations
héte~-parasite.

En effet, bien que nos recherches portent principalement sur
l1'étude des phytoalexines, il nous paraissait important d'élargir
nos connaissances des réactions de 1l'Arachide dans le cas de
l'agression par l'agent de la rouille, le couple Arachide-
P.arachidis étant relativement peu étudié dans le domaine
considéré. Nous examinerons donc successivement cing aspects
différents de la réaction de la plante: histo-cytologique,
activité peroxydasique, proteines totales, phénocls totaux et
phytoalexines.

Concernant ces dernieéres nous avons, en outre, examiné un
aspect qui nous paraissait important, en relation avec, d'une
part, la notion méme de phytoalexine (substance 1induite ou
préformée?) et, d'autre part, la notion de stress et de ses effets
(effet de l'abscission des feuilles). Il s'agit la d'une étude
critique qui devait, entre autres, déterminer notre choix quant au
matériel végétal a utiliser au cours de nos expérimentations:

plantes entiéres ou feuilles détachées.

Le chapitre II rassemble les résultats concernant
l'accumulation par 1l'Arachide de certains composés (dont les
phytoalexines) en fonction (a) du génotype, et (b) du déroulement
de l'infection (variation dans le temps). Cette étude est fondée
sur deux types de données:

- celles résultant de l'analyse en'CLﬁPﬁ@'extraits bruts de
feuilles de différentes origines et ayant subi divers traitements.

- et celles issues de mesures de la toxicité des extraits vis

a vis de spores de P. arachidis (inhibition de la germination).

Le chapitre III décrit 1l'isolement, la purification et
l'identification de quelques phytoalexines produites par

l'Arachide en réponse & l'agression par P. arachidis.
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Bien que l'identificafion de nouvelles substances naturelles
puiése constituer une fin en soi, elle ne doit &tre considérée
dans le cas particulier de nos recherches, que comme une étape
préliminaire. En effet, la caractérisation des produits
fongitoxiques devrait grandement faciliter l'interprétation des
diagrammes d'élution en CLHP. Ceux-ci comportent de trés nombreux
"pics"”, et seul un nombre limité d'entre eux, correspondant aux
composés identifiés et biologiquement actifs, présente un intérét
dans le cadre des recherches gque nous avons initiées et qui
devront étre poursuivies, notamment quant & la modulation de leur

biosynthése et aux effets synergiques qu'ils peuvent développer.

Le chapitre IV aborde les problémes l1iés a l'inhibition et &
i'induction des mécanismes de défense par des interventions

artificielles: application d'acide O-oxyaminocacétique (AQA), de
tris~o—-éthyl phosphonate d'aluminium (TEPA), contamination par un
champignon non pathogéne pour 1'Arachide (prémunition). Ici,
l'effet est jugé non pas tant & l'échelle moléculaire, mais plutdt
au niveau des réactions de 1la plante en regard de gquatre
composantes de résistance préalablement déterminées au cours des
études de pathogenése et d'épidémiologie de la rouille
.(SUBRAHMANYAM et al., 1883 a, SAVARY, 19806).

-~
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MATERIELS ET METHODES

I - MATERIEL EXPERIMENTAL
1. L'HOTE
De trés nombreux génotypes d'Arachide sont connus; six
d'entre eux (espéces cultivées) ont été retenus pour l'ensemble

des expérimentations alors que trois autres (espéces sauvages)

n'ont fait l'objet que d'études ponctuelles.

Type botanique Nom de Origine i Collection Sensibilité A la
collection rouille*

- Local Céte d'Ivoire ORSTOM S
vulgarlis TMV2 Inde ICRISAT S
fastigiata PI 259747 Pérou ICRISAT R
fastigiata NC Ac 17090 Pérou ICRISAT R
hypogaea RMP-91 Burkina Faso ICRISAT S
hypogaea 69101 - - S

. B
Arachis chacoense ICRISAT I
Arachls glabrata ' ICRISAT ° I
Arachis sp. (GKP 9893) ICRISAT HR
Tableau 1. Matériel végétal utilisé au cours des expériences.
* S : sensible; R : résistant; HR :'hautément‘fésistant; I : immune (ne

développant aucun symptdme visible) (SUBRAMANYAM et al., 1983 a et c).




Conditions de culture de l'Arachide

Les plantés sont cultivées en pots (deux plantes par pot)
remplis de terre, préalablement stérilisée & sec (16 h a 180°C),
et arrosées quotidiennement. Jusgu'a 1l'&ge d'un mois, elles sont
maintenues a la température et sous éclairement naturel; pendant
la période d'expérimentation, elles sont maintenues, durant 48 h,
en chambre d'incubation dans les conditions suivantes: température
25,5 £ 1°C; éclairement: lampes fluorescentes (Philips), intensité
lumineuse: 200 lux; photopériode: 12 heures; puils elles sont
replacées en serre.

Le matériel végétal proprement dit est constitué soit de
feuilles détachées (2° et 3® rangs foliaires & partir de 1l'apex)
mises en survie, soit de plantes entiéres &gées d'environ 1 mois.

En cas d'expérimentation sur folioles détachées, celles-ci
sont placées dans des boites de Petri dont le fond est recouvert
d'un papier filtre imbibé d'eau pour y assurer une humidité
saturante (COOK, 1980 b; SAVARY, 1985 a). La face supérieure des
folioles est posée au contact du papier filtre.

En cas d'expérimentations sur plante entiére, les folioles ne
sont détachées qu'au moment d'opérer le broyage. Les conditions de
mise en survie des folioles et de maintien des plantes entiéres
aprés infection artificielle sont celles indiquées plus loin (voir

N° 4: Incubation).

2. LE PARASITE

Une souche de P. arachidis (urédospores) provenant du Sud de
la Céte d'Ivoire est entretenue au laborété?fe)par réinfections
successives de folioles détachées provenant d'un génotype sensible
(Local) . Elle est utilisée (SAVARY, 1985 b) comme souche de
référence pour l'infection des plantes. _ .

Les spores utilisées pour les infections expérimentales sont
récoltées 12 a 14 jours apreés la date de contamination a l'aide
d'un échantillonneur "cyclone spore"” (ERI Instrument Shop, Iowa
State University of Science and Technology, Iowa, USA), ou par
grattage de la surface.des folioles a l'aide d'une lame & rasoir.

-
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3. TECHNIQUES D'INFECTION ARTIFICIELLE
Deux méthodes:oht été utilisées en fonction de la nature des

expériences & réaliser.

1°) INFECTION PAR VOIE SECHE

Cette technigque, utilisée pour toutes les études
biochimiques, met en oeuvre un inoculum sous la forme d'un mélange
de spores et de kaolin (15 mg de spores pour 1 000 mg). 200 mg de
mélange de spores et de kaolin par boite de Petri sont déposés sur
la face inférieure des folioles & 1l'aide d'un pulvérisateur
(SAVARY, 1985 a). Le poids de spores employé pour obtenir une dose
optimale est calculé afin d'atteindre environ 270 spores/cm2 de
foliole. Dans tous les cas, 4 folioles par boite ont été

infectées.

2°) INFECTION A L'AIDE D'UNE SUSPENSION DE SPORES

Les spores récoltées a l'aide d'un échantillonneur '"cyclone
spore" sont mises en suspension dans l'eau distillée additionnée
d’'une goutte de Triton X-100 1% (octyl phénoxy polyéthoxyéthanol -
Sigma) en guise d'agent mouillant. La concentration en spores est
estimée & 1'hématimétre, puils ajustée de maniére & obtenir une
concentration de 50.000 spores/ml. Cette suspension est ensuite
pulvérisée sur les deux faces des feuilles (SUBRAHMANYAM et al.,
1983 a). Cette méthode est principalement employée pour réaliser

RO

les infections sur plantes entiéres, s
4. INCUBATION

1°) FOLIOLES DETACHEES

Les boites de Petri contenant les folioles infectées (ou non
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infectées) sont placées dans une enceinte_a,tempéréture;contrélée/
maintenue a 25,5 % 1°C, A& l'obscurité pendant 24 h (éar la lumiére
géne la germination des spores ~ SUBRAEMANYAM, comm. pers.);, puis
sous un éclairement d'environ 200 lux avéc une photopériode_de 12
heures. L'éclairement est assuré par des lampes fluorescentes
auxguelles deux ampoules ordinaires de 100 W sont ajoutées pour

compléter le spectre lumineux.

2°) PLANTES EN POTS

Les plantes &dgées d'environ un mois, sont séparées en deux
lots; 1l'un sera infecté, l'autre servira de témoin. Les plantes
sont ensuite conservées dans une chambre ou l'humidité est
maintenue a saturation. Les autres conditions de conservation scnt

les mémes que celles décrites pour les folioles détachées.

5. NATURE ET DETERMINATION DES COMPOSANTES DE
RESISTANCE

Au cours des expérimentations, nous avons étudié les

o

composantes de résistance (ZADOKS, 1872 b)) suivantes:

1°) PERIODE D'INCUBATION (PI): délai (en Jjours) qui sépare la
contamination et l'apparition de$ premiers symptdmes. En pratique,
PI est estimé sur une population de lésions par la date & laquelle
50% des lésicns sont visibles sous forme de points d'infection.
(COOK, 1980 a; SAVARY, 1985 b; SUBRAHMANYAM et al., 1983 a).

.

pou.
YR

2°) PERIODE DE LATENCE (PL): délai (en jours) qui sépare la
contamination et la rupture de 1l'urédosore. En pratique PL est
estimée sur une population de lésions par la date a laquelle 50%
des pustules sont rompues, par rapport au nombre total
d'urédosores sporulant & la fin de l'expérience (PARLEVLIET,

1875) .

| l
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3°) FREQUENCE D'INFECTION (FI): nombre de lésions développées par
unité de surface foliaire (cmz). FI est calculée en estimant 1la
surface (S) de chaque foliole par la relation S =T (L*1)/4 ou L

et 1 représentent la longueur et la largeur de la foliole.

4°) DIAMETRE DE LESION (DL): diamétre moyen (en millimétre)
d'environ 30 lésions mesurées au hasard a la fin
d'expérimentation. Celui-ci est mesuré grdce a un micromeétre

occulaire monté sur un microscope.

5°) INTENSITE DE SPORULATION (SP): estimée selon une échelle
comportant cing classes (1l: pas de sporulation; 5: maximum de

sporulation), avec au moins trois répétitions par traitement.

6°) POURCENTAGE DE LA SURFACE DE FEUILLES COLONISEES (% SFC):
surface de la feuille couverte par les pustules et,
éventuellement, leur halo chlorotique, exprimée en pourcentage par

rapport & la surface totale.

7°) POURCENTAGE DE LESIONS NECROSEES (% LN): ce paramétre est
exprimé en pourcentage du nombre de lésions nécrosées par rapport

au nombre de lésions totales.

L'estimation des composantes 1°, 2° et 7° est réalisée gréce
au décompte guotidien des lésions. Le comptage débute dés
l'apparition de la premiére lésion et se poursuit jusqu'a 1l'arrét
du développement de nouvelles lésions (primaires).

- o,
N

A

6. MODULATION DES REACTIONS DE DEFENSE DE L'ARACHIDE
1°) TRAITEMENT PAR LE TRIS-O-ETHYL PHOSPHONATE D'ALUMINIUM
(TEPA) '

Ce traitement est réalisé en serre, exclusivement sur plantes

entiéres, soit par pulvérisation foliaire a 1l'aide d'un
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pulvérisateur en verre, soit par dépot d'une solution,adéquate au

pied des plantes. Le traitement est effectué tous les 6 jours, il

I
débute 6 jours avant la contamination artificielle; le prélévement .

est effectué 10 jours aprés cette derniére. Deux doses différentes
ont é&té utilisées au cours de nos expériences: 5 mg (dans 25 ml
d'eau) /pot et 10 mg (dans 25 ml d'eau)/pot. Chague pot contient
deux plantes d'Arachide &gées environ d'un mois. Ces traitements
ont été réalisés sur un génotype sensible (Local) puis sur un
génotype résistant (NC Ac 17090).

2°) TRAITEMENT PAR L'ACIDE o- OXYAMINOACETIQUE (AOA):

L'AOA est appliqué au niveau du systéme racinaire des plantes
cultivées en pots. L'dge des plantes utilisées est d'environ un
mois. L'AOA est appliqué tous les deux jours & raison de 1,25 mg
(dans 25 ml eau distillée)/pot. Le traitement début 6 Jjours avant

la contamination artificielle et s'achéve 10 jours plus tard.

II - ETUDES HISTOLOGIQUES ET HISTOCHIMIQUES

1. ESTIMATION DU NOMBRE DE SPORES DEPOSES SUR LA
SURFACE DES FEUILLES

Deux heures environ aprés 1l'infection artificielle, le
nombre de spores déposées est compté au migroscope, directement
\3,7‘
sur les feuilles infectées. ?

Ces valeurs sont exprimées en nombre de spores déposées par

2

cm®. Environ 100 champs microscopiques sont observés pour chaque

traitement.

3 -
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2. ESTIMATION DES NOMBRES DE SPORES GERMEES,
D'APPRESSORIA ET DE PENETRATIONS

Ces observations ont été réalisées sur des fragments de
feuilles infectées, éclaircies dans une solution de Carnoy (alcool
absolu: acide acétique glacial - 3/1 v/v) pendant 24 a 48 heures,

puis coloré par le bleu de laétophénol pendant 24 heures.

3. OBSERVATIONS DES ETAPES DU CYCLE PARASITAIRE

Une technique particuliére d'éclaircissement (SHIPTON &
BROWN, 1962) a été développée pour 1l'étude cytologique des
relations hoéte-parasite chez les rouilles. Selon cette technique,
les feuilles infectées sont coupées en petits morceaux de 2 cm de
longueur et plongées dans 10 a8 15 ml d'alcool lactophénol-bleu
trypan (Lactophénol-bleu trypan alcool (85%) - 1/2 v/v). Le bleu

de trypan-lactophénol est préparé comme suit

Phénol 10 g
Glycérine 10 ml
Acide lactique 10 ml
Bleu du trypan 0.02 g
Eau distillée 10 ml.

Les fragments de feuilles sont portés & ébullition pendant 1
min, puils colorés pendant 48 heures, rincés a l'eau et placés dans
de l'hydrate de chloral (5g/2ml d'eau) pendant 24 a 48 heures (Mc
LEAN, 1979). Les morceaux de feﬁilles sont ensuite montés dans de
la glycerine a 50% deposée sur une lame et ngervés au microscope

photonique Orthoplan (ERNST LEITZ GMBH WETZELA§T>R.F.A.).

4. TECHNIQUES CYTOLOGIQUES ET HISTOCHIMIQUES

Les feuilles d’'Arachide infectées par P. arachidis sont
décolorées dans l'éthanol & 95% bouillant pendant 5 & 10 minutes.
Les tissus ainsi obtenus sont conservés dans 1'éthanol jusqu'au

moment de 1l'observation.
!
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i"1"°)vMISE EN EVIDENCE DE COMPOSES FLUORESCENTS
‘Pour la détection de la callose, des fragments de tissus du

“ﬁésbphylle contenant des lésions sont placés pendant 2 & 4 heures
a4 20°C dans une solution de bleu d'aniline a C,01% dans du K, PO,

'M/15 & pE 9,5. Les tissus sont montés entre lame et lamelle et
observés au microsceope Leitz Orthoplan équipé d'une source U.V,
réfléchie (filtre d'excitation BP 340-380 avec un maximum de
transmission & 380 nm; un filtre d'arrét LP 430; condensateur pour
fond clair). Les dépdts de callose dans les tissus sont détectés
par leur fluorescence jaune brillant.

Les segments de feuille sont d'abord examinés directement
sous UV dans le but d'apprécier la fluorescence primaire de

tissus.
2°) MISE EN EVIDENCE DES LIGNINES

a) Détection des ligninss de type coniférylique

(unités gaiacyl), coloration au phloroglucinol:

A cet effet des fragments de tissus préalablement décolorés a
1'éthanol sont traités pendant 3 & 6 minutes par une solution
éthanolique saturée en phloroglucinol. Leslignines contenant des
motifs coniféryliques se colorent en rouge violacé aprés

révélation & l'acide chlorhydrique concentré.

N ] )
b) Detaction das lignines da t’y‘pg ‘syringique;

coloration de Maiile:

Les tissus décolorés sont rincés A 1'eau distillée puis
immergés dans une solution aqueuse de KMnO é 1% pendant quelques
m.1nutes. Aprés un lavage a l eau OlStlllée,: les tlSSUS sont
décolorés 5 min. dans une oolutlon d'ac1de chlorhydrlque 2N

pendant 5 minutes. Les lignines bont ré_Vélées: au. NH,Cl 2N. La
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réaction est positive pour les lignines contenant des unités
syringylpropanes; elle se traduit par une coloration rouge pourpre

trés intense.

3°) MISE EN EVIDENCE DE LA SUBERINE (SHERWOOD ET VANCE, 1976)

Les tissus sont immergés dans du Soudan III B pendant 2 a 4
heures. Le colorant est une solution saturée de Soudan III B dans
de l1l'éthanol & 95%.

5. OBSERVATIONS AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE A
TRANSMISSION (MET)

Les techniques classiques de préparation du matériel végétal
(HALL, 1978) sont appligquées en vue de 1l'observation en

microscopie électronique.

1°) PREPARATION DES ECHANTILLONS
a) Fixation

Le matériel végétal est prélevé et immédiatement immergé in
toto, dans une solution de glutaraldéhyde a 2,5% dans un tampon
cacodylate de sodium 0,1 M, & pH 7,2, pendant 4 heures. Les
feuilles sont par la suite fragmentées, en petits morceaux de 1 &

3

2 mm® qui sont maintenus 2 heures dans, ce fixateur, puis

oy
abondamment lavés.avec la solution tamponnée.

Aprés cette fixation, les fragments foliaires sont post-fixés
durant deux heures avec le tétroxyde d'osmium en solution a 1%
dans le tampon cacodylate de sodium 0,1 M, & pH 7,2 (NICOLE,
1984) .
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b) Inclusion

Apres déshydratation dans les bains d'alcool éthylique de
concentration croissante et passage dans deux bains d'oxyde de
propyléne, les échantillons sont inclus dans l1l'Epon 812 selon le
procédé décrit par LUFT (1961). ‘

L'imprégnation, dont les temps varient de 5 a 24 heures, ont
lieu & des températures allant de 25 & 40°C. La polymérisation des
blocs s'effectue & 60°C durant 72 h.

¢) Coupes

Les coupes sont réalisées & l'aide d'un couteau en verre ou
en diamant; monté sur un ultramicrotome Porter Blum (LKB). Les
coupes fines sont recueillies et disposées sur des grilles sur

support de cuivre de 200 mesh.

d) Contrastes

Une double coloration acétate d'uranyle-citrate de plomb, a
été réalisée. L'acétate d'uranyle est employé & 5% dans l'eau
distillée durant 15 min. & température ambiante, et le citrate de
plomb est utilisé selon la technique préconisé par REYNOLDS
(1963) .

e) Observations

Les coupes contrastées . sont observées au microscope
électronique Siemens 102 du G.E.R.M.E. d’Abi&jan opérant & 80 Kv.
Les images sont photographiées sur plan—-film Agfa de format 6 x 9
cm. Les tirages des clichés sont réalisés sur papier Kodak

Kodabrome II RC de graduation 3 a 5.

-
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III - ETUDE DES PEROXYDASES ET DOSAGE DU POOL
: PROTEIQUE

1. ETUDE DES PEROXYDASES

1°) PREPARATION DES EXTRAITS

Les feuilles d'Arachide, infectées ou saines, sont récoltées
sur des plantes entiéres et broYées immédiatement dans du tampon
phosphate de sodium 0,0125 M, & pH = 6,0 (10 ml/g.P.F). Le broyat
est laissé & macérer pendant 6 a 12 h, puis filtré sur verre
fritté et centrifugé a 15 000 g pendant 10 min. Sur ces extraits
seront effectués la détermination de l'activité peroxydasique et

le dosage des protéines totales.

2°) MESURE DE L'ACTIVITE ENZYMATIQUE

L'activité catalytique est mesurée a température ambiante en
milieu tamponné (phosphate de sodium: 0,05 M a pH 6; volume final:
5 ml) contenant du galacol et de l'eau oxygénée respectivement a
0,2 et 0,1% en concentration finale. Le temps d'incubation est
généralement égal & 1 minute. Pour la mesure des activités
spécifiques, la réaction est toujours effectuée en milieu préparé
extemporanément et le déroulement de la réaction (DO 420nm) est
enregistré en continu; l'activité est calculée & partir de la
portion linéaire du graphe. Lorsque l'on rgcherche 1l'effet des
ions calcium sur 1l'activité peroxydasique, °lL‘'incubation est
réalisée en tamponné tris-maléate 0,05 M & pH 6;@ avec (ou sans)

chlorure de calcium &8 0,005 M en concentration finale.

3°) ELECTROPHORESE SUR GEL D'AMIDON

La méthode d'électrophorése sur gel d'amidon employée dans le

cadre de nos expérimentations est un systeme horizontal décrit par
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SMITHIES (1955) et modifiée par SECOND et TROUSLOT (1980).

Les conditionsId'électrophorése sont les suivantes:

Ampérage : 50 mAa

Voltage : 90 VvV

Tampon : tris maléate (pH 6,5)
Température : 4°C

Durée d'électrophorése : 20 heures environ

La position des isoperoxidases est révélée par leur activité
catalytique qui, en présence d'eau oxygénée et de 3-amino-9-éthyl
carbazole conduit & la formation d'un produit d'oxydation et de
condensation de couleur Dbrune.

La composition du milieu de révélation est la suivante:

Solution 1

3-amino-9-éthyl carbazole ({substrat) 60 mg
Diméthyl formamide (dissolution du substrat) 4 ml
Solution 2

Tampon Acétate 0,05 M (pH : 5) 200 ml
Solution de CaCl, 0,01 M 4 ml
Solution de guiacol 0,4 ml
Solution de H,0, a 30% 0,1 ml

Les solutions 1 et 2 sont mélangées trés rapidement pour
éviter la floculation du substrat. _

L'electrophorégramme est révélé par incubation durant un
temps approprié; puis la réaction est arrétée en ringant le gel

avec de l'acide acétique a 5%. S S

2. ESTIMATION DU POOL PROTEIQUE

Cette estimation est réalisée selon la méthode de BRADFORD
{(1976) dont le principe repose sur le couplage entre les protéines
et un colorant, le bleu de coomassie G~250. Ce couplage provoque
une modification de 1la longeur> d'onde correspondant maximum

d'absorption, (465 --> 595 nm), et permet donc le dosage des

-
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protéines & cette derniére longueur d'onde. Les résultats sont
exprimés en lg de protéine/ml (ou par mg de tissus frais) par
référence & une courbe d'étalonnage établie a 1l'aide de sérum

albumine de boeuf.
La composition du réactif est la suivante

Bleu de Coomassie 250 (Sigma) 100 mg

Ethanol (95%) 50 ml

Acide phosphorique (H3 PO4) 85% 100 ml

Eau distillé amené a 1 litre
Réalisation du dosage:

On mélange 100 pl de l'échantillon (éventuellement dilué) a 5
ml de réactif et on laisse la coloration se développer au moins
durant 2 minutes. La D.O. est lue & 595 nm; elle est stable

durant 1 heure environ.

IV - ETUDE DES PHYTOALEXINES ET DES COMPOSES
PHENOLIQUES

1. PREPARATION DES EXTRAITS BRUTS

Les tigsus frais infectés ou sains, provenant de plantes
entiéres ou de folioles mises en survie, sont broyés aprés un
lavage a l'eau et séchage avec du papier de'ffitgg. Le broyage est
réalisé dans du méthanol a 50% & raison de 7,5 leg tissus frais &
l'aide d'un omnimixer Sorvall. Le broyat ainsi obtenu est laissé
pour macération a l'obscurité pendant 48 heures.

Ce broyat est ensuite filtré sur verre fritté n®°l. Le filtrat
ainsi obtenu est évaporé a sec sous vide a la température de 40°C
a l'aide d'un évaporateur Bilichi, (Switzerland). L'extrait sec est
ensuite repris par> le méthanol (pur) dans des proportions
volumiques de 1 ml bour un equiyalent»dé 5 g de tissu frais.

L'extrait méthanolique ainsi obtenu est conservé & la température
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"de 0°C. Cette procédure est utilisée dans tous les casy a

- 1'exception de ceux relatifs aux essais de purification que nous

décrirons plus lcin.

2. TESTS BIOLOGIQUES

Deux tests biologigques sont utilisés afin de repérer les
substances fongitoxiques, d'une part, et, d'auvtre part, d'en

estimer l'activité biologique dans les différents extraits.

1°) TEST DE TOXICITE POUR LE CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES

Les extraits étudiés sont chromatographiés sur couche mince
(CCM) de silice dans différents systémes de solvants de migration.
Aprés séchage des chromatcgrammes, une suspension de spores de C.
cladosporioides dans une solution a 2% de saccharose est
pulvérisée sur la plaque, suivie par une pulvérisation de milieu
nutritif gélosé (PDA). Les plaques sont ensuite mises a incuber 48
heures & 25°C % 1°C en humidité saturante. Les zones toxigques pour
C. cladosporioides se matérialisent sous la forme de plages
blanches sur fond vert foncé. Cette coloration verte est dle a la
sporulation intense du champignon dans les zones dépourvues de
substances toxiques.,

2°) TEST D'INHIBITION DE GERMINATION DES SPORES DE P. ARACHIDIS

Cette technique permet de révéler 'lé*%fqngitoxicité d'un
extrait a différentes ccncentrations. Le milieu gérminatif utilisé
est une solution stérile de saccharose a 2%. Les extraits éont
testés aux concentrations finales correspondant a 0,62 mg, 1,25 mg
et 2,50 mg (équivalent poids frais de feuilles extraites)/ml. Les
spores sont incubées dans ce mélange durant 3 heures & 25°C + 1°C
a ltobscurité. Aprés ce delai, le décompte ‘des'spores germées est
réalisé au microscope (Leitz-Orthoplan) sur deux ééries

d'échantillons, chacun d'au moins 300 spores en suspension dans
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les milieux comportant la quantité d'extrait voulue et des
‘milieux—témoin, sans extrait, mailis comportant des volumes
équivalents de solvént (un "témoin général" est également réalisé
ou le solvant est remplacé par un volume équivalent d'eau afin de
tester la capacité de germination effective de chaque lot de spore
et de quantifier l'effet solvant). A partir de ces données, est

calculé le pourcentage d'inhibition de la germination.

3. DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

Le dosage des phénols totaux est réalisé selon la méthode de
FOLIN-CIOCALTEU. Il correspond a la mesure de la D.0O & 765nm
résultant de l'oxydation des composés phénoliques par le réactif.

La concentration en phénols totaux est calculée par référence
a une courbe étalon réalisée avec de 1l'acide chlorogénique
(composé phénolique trés répandu dans le régne végétal) bien que
la sensibilité maximale du dosage ne soit pas obtenu avec ce
composé. Les résultats sont exprimés en [ig de phénols (équivalents

acide chlorogénique) par ml d'extrait ou par mg de tissus frais.

4. CARACTERISATION DE CERTAINS COMPOSES

1°) ANALYSES SPECTRALES

Les gpectres d'absorption sont généralement établis pour des
longueurs d'onde comprises entre 400 et 220nm. Dans le cas de
substances ionisables des déterminations'du”%pegtre différentiel
d'ionisation sont également effectués par "lecture" des solutions
alcalinisées contre les solutions acides correspondantes.

La détermination des caractéristiques spectrales présente un
intérét essentiellement dans le cas d'échantillons purifiés, dans
la mesure ou elle permet de les comparer & celles de substances de

référence.
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2°) REACTION COLOREE DE CERTAINS COMPOSES
Certains groupes de composés sont susceptibles d'étre
identifiés par des réactions colorées spécifiques. Deux types de

réactifs ont été mis en oeuvre

a) Révélation & la paranitraniline diazoteée

Ce réactif est constitué d'un mélange de 5 ml de para-
nitraniline & 0,5% dans de l'acide chlorhydrigque 2N, 0,5 ml de

nitrite de sodium (NaNOZ) d 5% et 15 ml d'acétate de sodium a 20%.

Les chromatogrammes sont développés par pulvérisation de ce
réactif sur les plaques de silice, suivie d'une pulvérisation
d'une solution de carbonate de sodium & 20% (DAWSON et al., 1969).
Les substances phénoliques aminées et certains composés
hétérocycliques sont révélés sous la forme de taches Jjaunes ou

orangées sur fond blanc.

b) Révélation au chlorure d'antimoine (SbCl,)

La mise en évidence de nombreuses substances, notamment de
nature lipidique, est effectuée par pulvérisation d'une solution
saturée de trichlorure d'antimoine dans du chloroforme. La plaque
ainsi traitée est portée & 120°C pendant 15 min; les substances
réactives sont révélées sous la forme de taches de couleur variée

(bistre & violacée) sur fond blanc.

3°) CHROMATOGRAPHIE EN PHASE GAZEUSE COUPLEE A LA
SPECTROMETRIE DE MASSE (CG-SM) ’

Les dérivés méthylés de certains composés sont analysés par
chromatographie en phase gazeuse (Perkin Elmer 3920; détection‘par
ionisation de flamme avec une c¢olonne capillaire CP-Wax 57
CB-polaire de 50 m) couplée & un spectrométre de masse (Nermag
R10-10c) piloté par ordinateur (travaux réalisés au laboratoire
des médiateurs chimiques, Versailles). Les spectres de masse sont

effectués en impact électronique, énergie des électrons = 70 eV,
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et en ionisation chimique, énergie des électrons = 90 eV. La

température de la source varie de 140°C a 250°C avec wune

progression de 10°C 'par minute.

S. PROCEDURE DE PURIFICATION DES PHYTOALEXINES

1°) METHODES D'EXTRACTION DES PRODUITS FONGITOXIQUES

Habituellement le protocole suivant est mis en oeuvre:

Broyage des tissus dans du MeOH 50 %
Diffuslon & l'obscurité a température ambiante pendant 48 h

Filtration sur verre fritté n® 1 puls n° §

]

¢ -
Résidu Phase méttlxanollque
¥
hydrolysé par Concentration 1/2
2 N KOH-24 k. (évaporation sous pression rédulte)
Phase aqueuse
Extraction Hx
L 4 I
pH réduit a 7.0 $
avec HCI Phase Hx
Phase eau
Extraction Ae x 3 Evaporation & sec
ﬁ 1
Phase ageuse Phase Ae Reprise par Hx Extraction 2 1'Ae x 3
l Test de toxiclté |
v
Acldifiée 24 pH 3 ¥ Phase Ae Phase aqueuse
avec HCI évaporation 2 sec . e ’ J
Evapofation & sec
A
Extraction par Rep;'lse par Ae
diéthyl éther Test de toxlcité
Phase dléthyl éther _ Reprise par Reprlse par
Ae . MeOH
Evaporation a sec Test de toxicité

Reprise par diéthyl éther
Test de toxlclté



2°) CHROMATOGRAPHIE SUR COLONNE ATMOSPHERIQUE DE SILICE

Généralement la premiére étape de purification des
phvtoalexines consiste en une séparation des substances (contenues
dans les phases organiques récupérées a l'issue de la procédure
d'extraction que nous venons de décrire) sur une colonne de silice
"atmosphérique" (ainsi dénommée par oppesition & la technique CLHP
réalisée sous haute pression). Les colonnes sont de dimensions
variable: 25 & 60 ¢cm de long et 1,5 a 2 cm de diamétre. Elles
permettent de traiter des quantités importantes d'extrait et
d'éliminer de nombreuses substances contaminantes (phénols,
chlorophylle résiduelle...), préalable guasi indispensable a la
mise en oeuvre de techniques plué fines (CCM et CLEHP).

Les modalités spécifiques a chaque séparation seront décrites

dans le chapitre III,

3°) CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE (CCM)

Cette technigque est utilisée soit dans un but analytigque sur
des plaques de silice de 0,25 mm d'épaisseur, soit dans un but
préparatif (purification des composés fongitoxigues) sur des
plaques de silice de 0,5 mm. Ces derniéres offrent la pcssibilité
de traiter de grandes quantités de substances, avec cependant une
résolution inférieure aux précédentes. En conditions analytiques,

de nombreux systémes de solvants ont été testés et utilisés

suivant les besoins. Chaque substance est répertoriée par son Rg.

'S

Systémes de solvants de migration : ' S

1. n-hexane:acétate d'éthyle (Hx:Re) - 2/1

2. n-pentane:diéthyl éther:acide acétique glacial -~ (P:E:A.)
75/25/3

3. Chloroforme:méthanol (Clf:MeOH) - 50/2

4. Chloroforme:méthanol (Clf:MeOH) - 50/1

5. Chloroforme:méthanol (Clf:MeOH) - 1/1

6. n-hexane:acétate d'éthyle:méthanol 90%— (Hx:Ae:MeOH)
50/80/12

N B B B D O E I A O A O O T BB
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7. n-hexane:acétate d'éthyle:méthanol (30%) (Hx:Ae:MeOH) -

50/80/06

8. Chloroforme:acétate d'éthyle:méthanol (Clf:Ae:MeOH) -
50/50/10

9. Chloroforme:acétate d'éthyle:méthanol (Clf.2Ae.MeOH) -
50/50/0

10. Acétate d'éthyle:méthanol:eau (Ae:MeOH:E) - 100/10/3

En condition préparative, la phase mobile est le plus souvent
constituée par le systéme chloroforme:méthanol : 50/2 v/v. Aprés
migration des substances, séchage de la plaque et examen sous
éclairage en lumiére ultraviolette, la zone de la plague contenant
les composés a isoler est délimitée. La silice de cette zone est
récupérée par grattage et les composés en sont élués par un
mélange d'acétate d'éthyle et de méthanol (90/10). L'éluat est
filtré, évaporé sous vide, puis les composés sont repris dans du

méthanol absolu. Ces solutions sont conservées & -20°C.

4°) CHROMATOGRAPHIE LIQUIDE ANALYTIQUE A HAUTE
PERFORMANCE (CLHP)

La séparation par CLHP est réalisée a 1l'aide d'un
appareillage Beckmann comprenant deux pompes permettant
d'effectuer des élutions en gradient continu. Tres souvent,
néanmoins, les séparations sont effectuées soit dans un systéme
isochratique soit & 1l'aide d'un systéme de gradient discontinu.
Les composés élués sont détectés & l'aide d'un détecteur (Beckmann
160) multicanaux (généralement la détection est faite & 280 nm).
Enfin l'appareillage est complété par un igtégrateur (Schimatzu
CR-3A CHROMATOPAC) . Cet ensemble constitue un ;ﬁtil de trés grande
gualité en raison de la finesse et de la repfbductibilité des
séparations qu'il adtorise.

La séparation est réalisée soit sur des colonnes analytiques
soit sur des colonnes préparatives qui ne différent entre elles
que par la taille et la capacité d'adsorption des substances
étudiées. Deux types de supports sont mis en oeuvre, 1l'un

constitué par de la silice (phase stationnaire polaire; systéme
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encore apﬁelé "phase normale"”), l'autre par de la silice greffée

en résidus C,, (phase stationnaire apolaire systéme communément
. . ~ !

désigné sous les termes de '"phase inverse").
a) Utilisation & des fins analytiques

Les analyses sont réalisées, systématiquement, sur une
colonne de silice (5 y; 30 cm x 0,63 cm) et mettent en oceuvre des
volumes d'extrait brut correspondant & 0,1 g de tissus frais.
Cette procédure standardisée permet d'effectuer légitimement des
comparaisons entre élutogrammes de différents extraits.

L'élution est effectuée par un gradient discontinu obtenu par
quatre systemes de solvants constitués par un mélange, en
proportion variable, des solvants suivants : hexane (Hx), acétate
d’éthyle (Ae) et méthanol & 90% (MeOH)

1) Hx:Ae:MeOH : 50/50/05

2) Hx:Ae:MeOH : 20/100/15
3) Hx:Ae:MeQH : 20/100/60
4) Hx:RAe:MeOH : 20/100/300

Le débit de la phase mobile est de 3 ml/min. Le diagramme
d'é€lution est enregistré en continu et la surface relative des
pics est calculée automatiguement (par un intégrateur). Les

fractions correspondant aux quatre éluants sont désignées

respectivement, sous la dénomination : fraction O, f3,Y et 3&.

b) Utilisation a des fins préparatives

'S

.

S
Suivant la nature de la phase stationnaire, :silice ou silice

greffée en Ci1g, la phase mobile est constituée d'un mélange

d'hexane_et d'aceétate d'éthyle (65/35), soit d'un gradient de
concentration en méthanol (50-99% dans l'acide acétique a 1%). Les
différentes fractions isolées sont testées pour leur toxicité,
puis évaporées_a sec, reprises dans du méthanol et éventuellement
rechromatographiées.
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V - ANALYSE STATISTIQUE

i

Nous avons utilisé principalement l'analyse de variance comme
méthode statistique. Selon les données, nous avons employé soit
l*'analyse de variance & trois critéres de classification [pour
l'étude de l'effet du traitement par 1'AOA ou le TEPA sur les
composantes de résistance (CH-IV) et pour l'analyse du pourcentage
dfinhibition de la germination des spores de P. arachidis
(CH-II)], soit une analyse de variance a deux critéres de
classification [pour l'analyse de l'effet des mémes traitement
AOA-TEPA sur la composante "% de lésions nécrosées" (CH IV-I) et
celle de la prémunition sur les composantes de résistance
CH-IV-I1)], (DAGNELIE, 1975).

Pour 1l'analyse des données concernant le pourcentage
d'inhibition de la germination de P. arachidis par des extraits
bruts d'Arachide, nous avons suivi une méthode d'analyse
verticale, c'est & dire, aprés 2, 5 et 10j aprés l'infection

(ZADOKS, 1972 b).






CHAPITRE 1

MISE EN EVIDENCE DE QUELQUES
REACTIONS DE L'ARACHIDE EN REPONSE A
L'INFECTION PAR P.ARACHIDIS

Les plantes subissant une agression, en particulier
d'origine infectieuse, réagissent le plus souvent par une
modification au niveau de leur métabolisme général et/bu au
niveau de certaines vcies métabecligues particuliéres conduisant &
l'accumulation de diverses substances chimiques, de protéines de
structures ou enzymatiques, de polyméres (lignines, subérines...)
interférant avec le développement du parasite et/ou de la plante
elle-méme.

Parmi les réactions des plantes, les plus étudiées sont sans
doute celles relatives a l'accumulation de composés
fongitoxiques, (phytoalexines, substances phénoliques; AGUAMAH et
al., 1981; KEEN, 1979, 1986; KEEN et INGHAM, 1976; NARAYANASWAMY
et MAHADEVAN, 1983 a et b; STRANGE et al,, 1985; TAQUET, 1985;
VERNENGHI, 1985), & la modification de barrieéres anatomiques et,

corrélativement, & celle des enzymes impliquées dans leur

biosynthése (VAN SUMERE et al.,), & la modification des .

équilibres ioniques et de la perméabilité membranaire (BATEMAN,
1964), aux capacités photesyntétisantes (ALLEN, 1942; MONTALBINI
et BUCHANAN, 1974; TANI et al., 1973; WynNN, 1963), et enfin, au
métabolisme respiratoire (DALY et al., 1961; SHAW, 1963) et
énergétique en général.

Pour notre part, aprés une description rapide du déroulement
de la pathogenése, nous aborderons deux aspects:

- l'identification de quelques réacticns de l'Arachide, en
nous cantonnant aux domaines suivants: anatomie, histologie et
biochimie (protéines et phénols totaux, activité peroxydasique,

phytoalexines). Cette étude générale a été abordée en raison de
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l'absence de données bien établies dans le cas du couple
Arachide~P. arachidis

- 1l'effet de l;abscission des feuilles ou des folioles sur
ces différents paramétres. Rappelons que cette partie des
recherches répond & une double motivation: déterminer 1l'effet
d'une agression purement mécanique (stress) et permettre de
choisir le matériel végétal le mieux adapté aux objectifs de
cette étude enfin d'éviter les interférences possibles entre les

effets de l'abscission et ceux de l'infection.

I - DEROULEMENT DE LA PATHOGENESE

Au cours du développement des épidémies de rouille, 1la
source d'inoculum primaire provient de parcelles d‘'Arachide
naturellement infectées par P. arachidis (SMITH et LITTRELL,
1980; SAVARY, 1987 a; SUBRAHMANYAM et MC DONALD, 1983; WELLS,
1962). La culture en continu, dans certaines zones favorables,
son intensification et la repousse post-récolte, sont des
facteurs essentiels dans le maintien de l'inoculum et l'extension
des épidémies (SUBRAHMANYAM et MC DONALD, 1983; SAVARY, 1987 a et
b). Par différents mécanismes de libération et de transport, les
urédospores sont déposées sur les parties aériennes de la
plante.

La premieére description du processus infectieux de P.
arachidis date de 1980 (COOK a et b). Dans le cadre de cette
étude, nous reprenons cette description afin de rappeler les
principales étapes de l'infection auxquelles il sera souvent fait
référence, explicitement ou implicitement,‘dégéhge mémoire.

Lorsque 1l'humidité et la température sont favorables
(SUBRAHMANYAM et Mc DONALD, 1983; SAVARY, 1985 b), les
urédospores germent a la surface des feuilles, produisant, 6
heures plus tard, des tubes germinatifs habituellement dépourvus
de ramification. La largeur de ces tubes est de 6 Um environ
(COOK, 1980 a); leur lcongueur varie sensiblement entre 100 pym et
250um (SUBBA RAO, non publié). Au contact d'un stomate, 12 h
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aprés la contamination, 1le tube germinatif différencie un

appressorium. La fo;mation d'un appressorium n'est cependant pas
nécessairement liée & la proximité du stomate (Planche I, photo
1) . Aprés 24 heures, une coin d'infection, formé par
l'appressorium (Planche I, photo 2), péneétre dans le stomate, et
produit une vésicule dans la chambre sous-stomatique (Planche I,
photo 3). Plusieurs hyphes d'infection se développent & partir de
cette vésicule et différencient des haustoria qui coloniseront le
mésophylle. Les jeunes haustoria ont une forme sphérique de 7 pm
de diamétre (Planche I, photo 4); ils prennent ensuite une forme
légérement allongée (7 pm X 12 gm environ, Planche I, photo 5).
L'hyphe mycélienne se ramifie en arriére de chaque cellule-mére
de lthaustorium, pour produire de nouveaux haustoria (Planche I,
photo 6) Jusqu'a ce que les tissus de 1'hdéte soient suffisamment
colonisés pour nourrir le parasite (CHESTER, 1946). Plus tard,
les hyphes convergent vers le centre de la feuille et s'étendent
sous l'épiderme, en différenciant les cellules initiales des
urédospores. La pression exercée par l'ensemble des Jeunes
urédospores . (Planche I, photo 7) provoque 1la rupture de
l'épiderme, les exposant ainsi a l'air libre ou elles peuvent

étre libérées et dispersées (Planche I, photo 8).

Planche I:

1. 24 heures aprés contamination, formation d'un appressorium (grande
fleche) et pénétration du stomate par P. arachidis. Notez le tube germinatif
(double fléche) passant au voisinage 3 stomates (petite fléche) sans les
pénétrer (X 500).

2. 24 heures aprés contamination, pointe d'infection (petite fléche)
differenciée par un appressorium (grande fléche). Notez la formation d'une’
hyphe dinfection {(double fléche) (X 1250).

3. Formation d'une vesicule sous~stomatique (V3) (X 5000).

4 et 5. Formation des haustoria (h): haustorium jeune (jh) de forme
sphérique et haustorium mature de forme allongée'(hﬁﬁﬁﬁyotez la connection
{c) entre la cellule mére de l'haustorium (cmh) et l'haustorium lui-méme (X
5000) . '

6. Formation de plusieurs haustoria (h) (X 5000).

7. Formation de jeunes urédospores (grande fléche) dans un sore
exerg¢ant une pression sur 1l'épiderme (petite fléche): notez le mycélium
inter-cellulaire (double fléche) (X 1250).

8. Rupture de l'épiderme et libération des urédospores (double fleéche)
(X 330).

9. Formation des sores (grande fléche) sur les deux faces de feuille
(X 330). '
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Les premiers symptdmes apparaissent & la surface inférieure des
feuilles, 7 ou 8 Jjours aprés la contamination, scus forme de
taches chlorotiques'qui jaunissent pour prendre progressivement
la couleur orangée caractéristique. Signalons gue les variétés
sensibles peuvent également développer des symptdmes & la surface

supérieure des feuilles (Planche I, photo 9).

II - ETUDE DE QUELQUES REACTIONS DE L'ARACHIDE A
L'INFECTION PAR P.ARACHIDIS

Les réactions de l'Arachide & 1l'infection par P. arachidis
ont été étudiées au plan cellulaire (lignification,
subérification, formation 1la callose etc.) et au plan
moléculaire, [activité peroxydasique (AP), contenus proteique et
phénolique]. Cette étude a été réalisée sur des plantes entieres,
infectées artificiellement, les feuilles n'étant détachées qu'au

moment de l'observation et de l'analyse enzymatique ou chimique.
1. REACTIONS HISTOLOGIQUES ET HISTOCHIMIQUES

I°) OBSERVATIONS AU MICROSCOPE OPTIQUE :

a) De la germination & la pénétration: étude des
~différentes étapes de l'infectidﬁ“@gp fonction du

niveau de résistance des génotypes

Le but de ces observations est de mettre en évidence des
modifications de comportement du parasite en fonction du niveau
de sensibilité & la rouille chez cing génotypes différents,
depuis la contamination des feuilles jusqu'a la pénétration des

coins d'infection dans les stomates.
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Les critéres retenus pour cette étude sont les suivants:

- proportions de spores germées,

- proportions d'appressoria formés,

- proportions de pénétration observées

Malgré de fortes variations du nombre de spores déposées, en
se fondant sur les proportions de spores franchissant avec succés
chaque étape considérée du cycle parasitaire, les résultats

(tableau 2) peuvent étre interprétés de la maniére suivante:

Deépot Nb. 1ésions
Génotype Spores G (%)* | AP (%) | P (%) par
lem2 § feuille**
Local 63 100 100 100 1150 (g)
(sensible) 100 100 100
RMP 91 37 98 92 31 600 (g)
moins sensible) 100 93 34
65101 41 91 82 25 991 (p)
(moins sensible) 100 90 30
PI 259747 74 93 81 39 402 (g)
(résistant) 100 87 48
NC Ac 17090 71 97 90 29 465 (g)
(résistant) 100 93 32

Tab. 2: Comparaison des premiére étapes de l'infection par P. arachidis des cinq génotypes
retenus pour l'expérimentation, estimation par comptage au microscope [G (%) : Proportion

de spores germées; AP (%) : Proportion d'appressoria formés; P (%) : Proportion de pénétrations
observées]. * : Valeurs maximales enregistrées; ** : Les valeurs entregistrées sont suivies

par la caractéristique phénotypique des feuilles (g : grande; p : petite). § : Valeurs moyennes de
200 champs microscopiques sur quatre feuilles différentes. Les valeurs en gras representent

la proportion d'individus (spores) de la cohorte ayant franchi I'étape considérée.

B
v .
- la proportion de spores germées et” la proportion

d'appressoria formés ne présentent aucune diffé’rence nette en
fonction des génotypes quel que soit le niveau de sensibilité.

- 11 existe de grandes différences au niveau de la
proportion de pénétration et au niveau du nombre de lésions
developpées par feuille a la fin du cycle parasitaire.

Il semble exister un mécanisme retardant, ou limitant, la
pénétration du parasite dans les feuilles chez les génotypes

résistants ou peu sensibles.
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Ces observations confirment les résultats précedants
(NEVILL, Comm. Pers,) mais, différent de ceux de COOK (1980 a)
qui n'a pas observé de différences génotypiques au niveau de

l'étape de pénétration.
b) Observations en fluorescence

L'examen en lumiére fluorescente permet de bien distinguer
le tﬁbe germinatif, les appressoria et les points de pénétration
du parasite (Planche II, photos : 1 & 5). Au moment de la
pénétration de 1l'hyphe infectieuse dans les stomates (24 heures),
apparait un halo fluorescent (Planche II, photos : 6 a 10)
bien visible chez le génotype sensible; ultérieurement les
cellules de garde présentent, sous éclairement UV, une
fluorescence bleutée dont l'intensité, bien que légéremént
supérieure chez le génotype sensible, ne semble globalement pas
différer d'un génotype a l'autre (Planche II, photo :9). Soixante

douze heures apreés l'infection, l'intensité de la fluorescence

Planche I1I: -

1: Génotype NC Ac 17090, 24 heures apreés la contamination (X 830).
Appressorium (grande fléche); pointe d'infection (petite fléche).

2 et 3. Génotype Local, 24 heures aprés la contamination . (2: X 330; 3:
830) . Appressorium (grande fléche); coin d'infection (petite fléche).

4. Génotype Local, 24 heures aprés la contamination. Coloration bleu
de méthyléne (X 830). Appressorium (grande fléche); Spore (double fléche);
tube germinatif (petite fleéche).

5. Génotype NC Ac 17090, 24 heures aprés la contamination (X 830).
Appressorium (grande fléche). Notez 1l'existence d'une cloison (petite
fléche) séparant le tube germinatif de l'appressorium.

6. Génotype Local, 24 heures aprés la contamination. Halo fluorescent’
autour d'un stomate (fléche) (recouvert par un appressorium) de la face
inférieure d'une feuille (X 830).

7. Génotype NC Ac 17090, 24 heures aprés la contamination. Importante
fluorescence des cellules de garde d'un stomate (flégﬁésg vraisemblablement
liée A& la présence d'un appressorium (petite fléche) au niveau de
l'ouverture stomatique (X 830). ) :

8. Génotype RMP 91, 24 heures aprés la contamination. Flourescence des
stomates au moment de la pénétration (X 330).

9. Génotype 69101, 24 heures aprés la contamination. Importante
fluorescence d'un stomate (grande fléche) au moment de la pénétration du
coin d'infection différencié par l'appressorium (petite fléche) (X 830).

10. Génotype Local, 72 h aprés la contamination; les caractéristiques
sont identiques & celles décrites pour la photo 9 (X 830).

11 et 12. Génotype Local, 10 j aprés la contamination (11: X 830; 12:
1320) . Localisation de la callose par les taches fluorescentes (fléches).
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diminue (Planche II, photo 10), pour disparaitre 3 jours plus
tard. Ces résultats ne mettent pas en évidence de relation
directe entre la fluorescence des stomates et la résistance
génotypique. De plus, cette technique ne permet pas de suivre le
développement de l'haustorium et la colonisaticn des tissus,
malgré des temps d'incubation prolongés dans le fluorochrome.
Ces résultats concordent avec ceux de COHEN et al., (1987), mais
différent de ceux de NICKS (1983} et ROHRINGER (1977 qui, gréce

& cette technique, observent les hyphes intercellulaires.

c) Mise en évidence de quelques réactions
histologiques

Parmi les réactions initiées par les plantes en réponse &
l'infection, l'observation par les méthodes hitologiques des
phénoménes subérificaticon, de lignification des parois ainsi que
celle de la formation de callosités, ne presente généralement
pas de difficulté majeure. L'application, aux feuilles infectées,
des tests histologiques des constituants de la paroi végétale
(entre 6 heures et 10 jours aprés la contamination) ne révele,
dans le modéle retenu pour cette étude, aucune réponse positive
aux marqueurs spécifiques de la lignine et de la subérine, quel
que soit le génotype utilisé. En revanche, durant cette méme
période, des dépdts de callose ont été observés dans les cellules
hdétes au voisinage des urédosores (Planche II, photo 11 et 12)
pour l'ensemble des 5 génotypes examinés.

Concernant ces caractéres, non seulement aucune distinction
ne peut donc étre faite entre génotypes sensibles et résistants,
mais encore aucune réaction trés nette ihdgfﬁa par l'infection

parasitaire n'est décelable par ces méthodes.

2. OBSERVATIONS AU MICROSCOPE ELECTRONIQUE

La microscopie électronique & été mise en oeuvre afin de
déterminer l'effet de l'infection au niveau ultrastructural et,
de mettre en évidence d'éventuelles réactions différentielles

entre génotypes.
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Malgré la forte densité d'inoculum utilisée, et malgreé une
grande rigueur dans le choix des échantillons au moment de la
fixation, l'observation des coupes ultrafines réalisées sur des
fragments de feuilles infectées, a systématiguement révélé

l'absence de spores au contact de la cuticule.

~ogx

Figure 4: Observations au microscopie électronique a transmission.

A: Cellule épidermique(CE) surmontée de la cuticule (C); (M.P: Membrane Plasmique) ( X
25 500).
B: Les structures endomembranaires des cellules parenchymateuses des feuilles semblent

bien conservées, ce qui traduit une bonne préparation des échantillons. (C: chloroplaste; N: noyau,;
MN: membrane nuclézire; P: paroi) (X 21 000).

L'examen de ces coupes a montré qu'en général, les
conditions de fixation et d'inclusion du matériel étaient Dbonnes
(figure 4 A et B), excluant, de ce fait, ces 2 étapes de la
préparation des échantillons comme des causes susceptibles de
compromettre la conservation des spores a la surface des
feuilles. Dans ces conditions, l'absence de spores a la surface

] 2

de la cuticule résulte vraisemblablement d'une certaine fragilité
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de l'interface héte-parasite. Ce qui suggére une "adhéfence"
insuffisante de la spore & la feuille pour résister a la
déshydratation par i'alcool, l'une des étapes de la préparation
des échantillons.

Enfin, le relevé bibliographique a montré une grande
pauvreté des publications consacrées a 1l'ultrastructure des
interactions Arachide-P.arachidis, suggérant l'existence d'un
réel probléme au niveau de 1la préparation du matériel,

indépendant des conditions d'exécution de cette étude.

3. REACTIONS AU PLAN MOLECULAIRE

1°) REACTION PEROXYDASIQUE :

L'étude de l'activité peroxydasique (AP) chez 1l'Arachide a
&€té retenue dans cette étude pour les raisons suivantes

- ces enzymes linterviennent dans 1l'oxydation des composés
phénoliques (FARKAS et KIRALY, 1858; KOSUGE, 1969), et, par
conséquent, dans les mécanismes de défense développés par les
plantes (FEHRMANN et DIMOND, 1967).

- elles catalysent la conversion de l'acide indole acétique
(ATA) en 3-hydroxyméthyl oxindol (HINMAN et LANG, 1965) qui se
transforme, par voie non-enzymatique, en 3-méthyléne oxindiol

(TULTI et MOYEBED, 1867) dont la signification semble importante

dans la compréhension de certaines interactions hdéte-parasite

(KOSUGE, 1969) .

— elles sont impliquées dans la biosynthése des lignines,
notamment celles synthétisées par ies plantes en réaction aux
agressions parasitaires qu'elles subissent (TO&ZE et BESQUERRE-
TUGAYE, 1982; VANCE et al., 1976, 1980; COFFEY et CASSIDY, 1984).

- la stimulation de l'activité peroxydasique est considérée
comme un. facteur de résistance important du blé a P. graminis
f.sp. tritici (MACKO et -al., 1968).

Plusieurs études ont montré 1l'implication de 1l'activité
peroxydasique en tant que facteur de résistance de 1'héte (MACKO
et al., 1968; EKBOTE et MAYEE, 1984; TOUZE et ESQUERRE-TUGAYE,

-
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1982; VANCE et al., 1980; KOSUGE, 19639; HINMAN et al., 1965; TULI
et MOYED, 1967; SEEVERS et al., 1971; REUVENI et BOTHA, 1985;
REUVENI et FERREIRA, 1985; GEIGER et al., 1985, 1986). Le rdle
fondamental de cette enzyme dans la lignification a été précisé
par divers auteurs (OHGUCHI et al., 1974, 1975). Cependant, si
certains travaux associent directement sa stimulation a une
résistance aux infections (HISLOP et STAHMANN, 1971; JOHNSON et
CUNNINGHAM, 1972; RETIG, 1974; VEGETTI et al., 1975), d'autres,
en revanche, n'ont pas mis en évidence de telles relations
(GRZELINSKA, 1970; DALY, 1976; JOHNSON et THEANDER, 1974). Enfin,
concernant la stimulation de cette activité enzymatique, on note,
selon 1les <couples hdéte-parasite, soit son accroissement
relativement tardif (LEGRAND et al., 1976), soit, au contraire,
son induction précoce (HISLOP et STAHMANN, 1971).

Dans le cadre de nos études nous avons recherché 1l'évolution
de 1'activité enzymatique en fonction du temps sur deux génotypes
sensibles (Local et RMP 91) et deux génotypes résistants (PI
259747 et NC Ac 17090) et vérifié l'effet de l'infectiocon en
comparant cette évolution sur des plantes saines et sur des

plantes infectées.

a) Variations de l'activité peroxydasiqua selon le

génotype

Les résultats (figure 5 a) montrent que parmi les quatre
génotypes sains testés, le génotype PI 259747 (résistant) posséde
l'activité enzymatique la plus élevée (13 550 & 22 250 U/ml/min);
elle est la plus faible chez le génotype NC Ac 17090, également
résistant (5 650 a 12 150 U/ml/min) . L'activLLé$enzymatique chez
les deux autres génotypes (Local et RMP 91) se situe entre ces
deux extrémes. Dans tous les cas, on note une\tendance a un
accroissement de l'activité avec 1'&ge des plantes. Il convient
de noter que les niveaux d'activité peroxydasique mesurés chez
les différents génotypes ne sont pas corrélés avec les niveaux de
résistance. Apres infection artificielle (figure 5 Db), l'allure
générale de l'activité peroxydasique reste inchangée. Elle
augmente cependant, beaucoup plus nettement chez le génotype NC
Ac 17090 (résistant) que chez les autres génotypes.
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b) Effet de l'infection artificielle sur l'activité

peroxydasique

Lorsqu'on compare, génotype par génotype, 1l'effet de
l'infection sur l'activité peroxydasique, force est de constater
que cet effet est faible, parfois méme négligeable (figure 6
a,b,c,d). A notre sens, des modifications de l'ordre de 20 a 30%
de stimulation, 2 & 5 jours apres infection articificielle ne
devraient pas étre considérées comme indiquant une évolution
différente du processus pathologigue. Les deux génotypes
sensibles semblent présenter des capacités de réaction légerement
supérieures a celles des génotypes résistants. Mais, la encore,
l'amplitude de la réaction est tellement modeste gu'il serait

hasardeux d'en tirer une quelcongque conclusion.

c) Effet de l'infection au niveau des isoenzymes

Malgré 1'absence de résultats probant au niveau de
l'activité totale, nous avons néanmoins approfondi les
investigations en recherchant l'existence d'un éventuel effet de
1'infection sur la composition des extraits en isoenzymes. On ne
pouvait, en effet, exclure que la réaction de 1l'Arachide se
situe, non pas au niveau de la stimulation de l'activité totale,
mais sélectivement au niveau de 1l'une ou 1l'autre des
isoperoxydases. Une telle spécificité de la réaction de 1'héte
existe chez d'autres couples héte parasite (GEIGER, 1985).

Les isoperoxydases des différents extraits ont donc été
séparées par électrophorése. Les électrophoregrammes (Planche
III) révélent l'existence de plusieurs‘>fg%bnzymes; 3 bandes
cathodiques (numérotée 1,2,3) sont nettement vigibles chez tous
les génotypes {Planche III A (tgp)}; une quatrieme (4) existe
chez le génotype Local; elle est également présente a l'état de
trace chez le génotype NC Ac 17090. Si 1l'on compare les extraits
de tissus sains et les extraits des tissus parasités
correspondants, aucune différence notable n'apparait, ceci pour

les 4 génotypes étudiés.
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Au plus peut-on noter une intensité plus grande des bandes
correspondant aux extraits de tissus parasités, et lt'apparition
d'une bande cathodique (2?) et_de déqx bandes anodiques (a et b)
nouvelles chez léé géhoﬁypeé NC Ac 17090, RMP 91 et PI 258747
(feuilles prelevées 10 et 15 j aprés le début de l'expérience).
L'apparition de ces bandes (surtout 2' et b) est particuliérement
nette dans le cas du génotype NC Ac 17090 ou elle pourrait étre
considérée comme une conséquence de l'infection. Chez les deux
autres génotypes, un effet "dge de la plante” ne peut é&tre

écarté.

2°) EVOLUTION DU CONTENU PROTEIQUE DES TISSUS

De nombreux travaux concernent 1l'évolution, aux plans
quantitatif et qualitatif, du contenu protéique des plantes
infectées par des champignons (STROBEL et SHARP, 1965; JOHNSON
et al., 1966 et 1968; BUSHUK et WRIGLEY, 1971; URITANI, 1971;
CHERRY et al., 1974). Certains auteurs ont fait état d'une
relation entre le niveau de résistance ou de sensibilité de la
plante et la teneur en protéines (RUDOLPH et STAHMANN, 1964;
STAPLES et STAHMANN, 1964). Une étude ultérieure (CHERRY et al.,
1974), réalisée sur des graines d'Arachide contaminées par
Aspergillus parasiticus, a montré que les protéines subissaient
trois types de transformations biochimiques:

* diminution quantitative et qualitative de leur teneur,

* disparition de l'activité de certaines enzymes (alcool

déshydrogénase, phosphatase acide, par exemple),

* stimulation d'autres activités (estérase et peroxydase),

. N
et enfin, synthése de novo d'isoenzymes. "%

Planche III:

Séparation en électrophorése sur gel d'amidon des isoperoxydases de
différents extraits de feuilles de quatre génotypes (l: Local, 2: NC Ac
17090, 3: RMP 91, et 4: PI 259747) sains (T) ou infectées (I). L'analyse est
faite a qguatre étapes aprés infection (A: 0j, B: 2j, C: 53, D: 103, et E:
15j). Notez 1l'apparition d'une bande cathodique (2') et deux bandes
anodiques {(a et b) nouvelles chez les génotypes N° 2, 3 et 4 (10 j et 15 j
aprés infection). ' Lo . -
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Génotype/ / Jours aprés infection
Traitement 2 5 10 15
Loc (T) 2190 1990 1250 1740
Loc (1) 2080 1710 1660 1640
RMP (T) 3900 4110 3240 2700
RMP () 5580 4080 3410 4290
I280) 5660 3330 3030 1570
PI (D) 3640 2960 4090 4540
NC (1) 2910 2770 3570 2130
NC (O 3840 2340 3560 2480

Tableau 3 a: Evolution en fonction du temps, du taux de protéines dans les feuilles
d'Arachide. Autemps t=0 un lot de plantes est infecté (par voie séche) et placé
en chambre d'incubation. Aux temps 2,5,10 et 15 j des folioles (2¢ ou 3e rangs
foliaire) sont prélevées sur les deux lots et broyées comme indiqué dans le chapitre
matériel et méthodes. La quantité de protéine est exprimée en jig/g de tissu
foliaire frais. Les données présentées correspondant A l'expérience n® 1 (page 55)
effectuée sur quatre génotypes: Local et RMP 91 (sensibles); NC Ac 17090 et

PI 259747 (résistants).

Génotype/ Jours apres infection
Traitement 2 5 10 15
Loc (1) 1730 2350 2700 1780
Loc (D 2250 2260 2560 1960
RMP (1) 2910 4330 3790 ] 2780
RMP (D 4090 4320 6190 5490
PI (T) 1500 2110 2980 2400
PI (D) 3170 3490 2820 2650
NC (T) 2320 3210 3780 2310
NC O 2290 3010 3170 2850

Tableau 3 b: Evolution en fonction du temps, du taux de portéines dans les feuilles
d'Arachide. Résultats de 'expérience n® 2 (page 55) réalisée dans des conditions
comparables a celles indiquées dans la légende du tableau 3 a.

-
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Dans le cadre de nos travaux, deux expériences indépendantes
ont été réalisées,” afin de vérifier l'effet de l'infection de P.
arachidis sur’ 1'évolution de la teneur en protéines des feuilles
d'Arachide. _ ' '

Les résultats expocsés dans les tableaux 3 a et b, montrent
qu'il n'y a pés dfévolutioh ﬁétté, au cours du temps, du contenu
protéique des feuilles infectées, gquel que soit le génotype
testé. Par ailleurs les résultats ne sont pas trés homogénes.
Chez RMP 91, il semble néanmoins que le contenu en protéines des
plantes infectées soit systématiquement supérieur a celul des
plantes saines sans que l'on puisse pour autant attribuer une
signification précise a ce fait. De facgon générale aucune
conclusion particuliére ne se dégage de la comparaison entre le
taux de protéine des variétés sensibles et celul des variétés
résistantes, quel que soit le temps écculé depuis‘le début de
1'infection. Il est certain que l'approche globale effectuée peut
masquer des variations individuelles de la concentration de
certaines protéines. C'est pourquoi il conviendrait d'approfondir
ces travaux par une séparation électorphorétique des protéines
qui permettrait la mise en évidence d'éventuelles variations au

niveau moléculaire.

3°) EVOLUTION DES COMPOSES PHENOLIQUES TOTAUX

Les composés phénoligues totaux des plantes ont fait 1'objet
de trés nombreuses études, notamment dans le contexte de travaux
sur les relaticons plante-parasite (RAVISE et TRIQUE, 1972;
BOMPEIX et BOUSQUET, 1974; CHATOPADHYAY et BERA, 19380; FRIEND,
1981; GLAZENER, 1982; REDDY, 1984; GUPTA et al., 1985; TAQUET,
1985; KUROSAKI et al., 1986 inter aliaf.fﬁﬁ%ccumulation'des
phénols  dans -des tissus infectés peut ‘entrainer -un
ralentissenent; “ou’ un . arrét complet, de 1'évolution ‘de
1’ 1nfectlon. Chez des légumlneuses, Le1les que 1" Arachlde et le
Pois chlche (SMITH, 1971), les phénols préformés Daralssent “jouer
un role détermlnant dans les mécanlsmes de défense de 1 hote,
alors que chez 1a tomate, Ce sont des composés néosynthétlsés qu
semblent rempllr cette fonctlon (RAVTSE TRIQUE, 1972
GLAZENER, 1982). - ’ o
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Etant - donné l'importance potentielle des composés
phénoliques dans le déroulement de la pathogénése, nous avens

] R ; ) ‘ .,
suivi leur évolution & la fois dans des feuilles d'Arachide

saines et des feuilles atteintes de rouille.

Génotype Jours aprés infection

2 | 35 [ 10 ] 15
Loc (1) 1223 2108 1635 2303
Loc (D) 1470 2483 2003 2715

RMP (T) 1733 3413 2100 2558
RMP (T) 1733 1883 1778 2760

PI(T) 1253 1508 1358 1643
PI (T) 1443 1673 1478 1725
NC (D) 1470 2018 1793 1388
NC (1) 1103 2400 2528 2093

Tableau 4: Evolution en fonction du temps de la teneur en composés
phénoliques totaux (1g/g.P.F) pour les quatre génotypes (Local,
RMP 91, PI 259747 et NC Ac 17090); pour les conditions
expérimentales, voir le tableau 3 a.

Pour les feuilles saines (tableau 4) aucune corrélation ne
peut étre établie entre le niveau de résistance génotypique et la
teneur en composés phénoligques. Les génotypes résistants (PI
259747 et NC Ac 17090) ainsi que le génotype le plus sensible
(Local) présentent les concentrations les plus faibles, tandis
que le second génotype sensible (RMP 91) contient des taux de
phénols nettement plus élevés. La réponse & l'infection est, elle
aussi, hétérogéne: diminution du taux de phérols chez l'un des
génotypes sensibles (RMP 91), augmentation chez l'autre (Local).
Chez les. génotypes résistants, on constate,™diune part un effet
négligeable (PI 259747) et, d'autre part, ﬁne_augmentation
sensible (NC Ac 170890 a partir du 5% 4) de la concentration en
composésgphéholiques. | ,

éinsihigoﬁme dans le cas des protéines, 1'hétérogéneité
existAnt:aﬁ”niveau des répoﬁses des différents génotypes, ne
permeﬁ!ﬁéé;ae;ﬁiﬁérude conclusion généralisable de ces résultats,
au mqins-aq:plan d'un éventuel effet génotypigque, pour les quatre

génotypes testés.

~
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On peut cependant noter que tous les genotypes, excepté RMP
91, Leaglssent a/ l'infection en accumulant des composés
phénoliques; ce résultat est en accord avec les résultats de
travaux antérieurs (REDDY, 1984; KUROSAKI et al., 1986).

Nous avons renouvelé cette expérience, sur feuilles

détachées, en comparant une variété cultivée sensible (TMV,) a

trois espéces sauvages: A. Sp. (GKP 88%3), hautement résistant
(HR), A. chacoense et A. glabrata toutes deux immunes. Les
dosages de phénols totaux ont été réalisés 10 jours apres le
début de 1'expérimentation sur des feuilles provenant de plantes

témoin et sur des feuilles infectées artificiellement.

Traitement: Teneuren  [Vanation de la teneur en Espéces sauvages:
Génotype/Espece Témoin/ | Phénolstotaux | phénols totaux (en %) | teneur en phénols par
inoculé ug/g P.F suite 3 l'infection rapport 2 TMV2 (en %)
Témotn 1424 - -
IMV 2
(Sensible) Inoculé 771 -46 -
Arachis sp. Témoin 7845 - 451
(GKP 9893)
(Hautement résistant)| Inoculé 9992 27 1166
Témoin 6692 - 370
Arachis chacoense
(immune) Inoculé 6863 3 790
Témorn 6702 - 371
Arachis glabrata
(immune) Inoculé 8846 32 1047

Tableau 5: Teneur en composés phénoliques totaux de feuiiles d'Arachide saines (témoin) et inoculées
prélevées sur un génotype cultivé d'Arachis hypogaea, sensible (TMV?2) et trois espéces sauvages: A. sp.
(hautement résistant), A. chacoense et A. glabrata (immunes). L'expérience est réalisée dans les conditions
suivantes : au temps t = 0 les feuilles détachées et partagées, pour cha(,u&;spécc en deux Jots, 'un tent

lieu de témoin, l'autre est immédiatement inoculé. Le dosage des phénols intérvient aprés 10 j de mise en
survie.

Les résultats (tableau  5) révélent une différence
considérable entre la variété sensible et les trois espéces
sauvages hahtemeﬁt ‘résistantes ou immunes, ceci a deux niveaux:

* dans les feunlles saines le taux de composés phénoliqueb
des trois espéces sauvages est environ 5 fois supérieur a celui
de la variété sensible.
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* l'infection provoque, chez la variété sensible, une
dimihﬁtion du con?enu phénolique alors gue 1‘Qﬁ obéerve un
accroissement de ce contenu dans le cas des espéces résistantes
ou immunes. :

Si l'on consideére l'effet de l'infection, il apparait gue
chez les espéces sauvages, l'augmentation du taux de phénols
n'est pas supérieure a celle enregistrée précédemment pour
certaines génotypes cultivés; on ne peut donc 1lui accorder un
niveau de signification plus élevé dans ce cas particulier. En
revanche, la différence de teneur en phénols totaux dans les
feuilles saines ©pourrait, elle, rendre compte au moins
partiellement du degré élevé de résistance des especes sauvages
(SUBBA RAQO, 1986). En effet, si 1l'on admet que les substances
phénoliques participent effectivement aux mécanismes de défense
de l'Arachide contre P. arachidis, on peut alors supposer qu'une
teneur élevée en phénols préformés puisse constituer une barriére
chimique suffisamment efficace pour bloquer le parasite dans les
tcus premiers stades de la pathogénése. Dans ce cas, les phénols
constitueraient une composante essentielle de la résistance. Le
fait que la teneur en phénols augmente dans les feuilles
infectées ne contribue pas nécessairement & accroitre le niveau
de résistance des plantes, il signifie néanmoins qufun "signal"
est per¢u par elle. .

Toutes ces hypotheéses reposent sur des données
quantitatives, le contenu phénolique, dans sa globalité, étant
supposé participer & la résistance des plantes. Il est cependant
vraisemblable que l'efficacité des substances ccmposant ce
contenu phénolique est variable. En particulier, de tres faibles
variations de comppsés hautement toxiques pcur le champignon
pourraient Jjouer un rdle bien plus importaﬁf%qy'une variation,
méme considérable de l'ensemble du pool. Au -demeurant, les

variations enregistrées ne rendent pas nécessairement compte du
flux réel de ces composés pouvant étre transformés en dérives
divers, et donc n'avoir gu'une "existence" transitoiré;_ciest
poﬁrqgéi ia démarche globale que nous avons réalisée demande a
étfeicdmblétée par une étude qualitative conSiStaht'a“idéntifier
certaines des éomposés phénoliques. Parmi ceux-ci on peut ¢iﬁer

les composés de la série cinnamique directement impliqués dans la
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lignification ‘des tissus, processus fréquemment indult lors d'un

agression” paras itaire.

I - MISE EN EVIDENCE DE COMPOSES FONGITOXIQUES

L'existence d'une activité fongitoxique a été mise en
évidence, dans des extraits méthanoliques de feuilles d'Arachide,
a l'aide de deux techniques différentes:

1. TEST DE TOXICITE POUR C. CLADOSPORIOIDES :

Ce test permet de visualiser l'emplacement des substances
toxiques sur plaque de silice aprés chromatographie en couche
mince. Plusieurs composés ont ainsi pu étre décelés (figure 7 a);

leur nombre dépend de la qualité de la séparation.

Front

TS

< Origine

Flgurc 7 a: MJSC en év1dr:nce de produits fongitoxiques dans un extrait brut de fcuﬂ_les d Arachldc
Le méme extrait deposé sur les plaque de CCM différentes est €lué dans le systtme Hx : Ae :
MeOH - 50/80/12 (A), 50/80/06 (B) et dans CIf : MeOH - 50/02 (C) v/v. Notez la meilleur
séparatxon dans le systéme (C). Le test biologique est basé sur I'inhibition du développement des
spores de Cladosporium cladosporioides pulvérisée sur la plaque aprés séparation
chromatographique et séchage de la plaque (cliché prés de 48 heures aprés pulverisation des
spores et incubation en chambre humide).
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. Les extraits de tissus sains ne semblent pas contenir de
tels produits {figure 7 b) leur synthése serait donc induite
!
+
aprés infection, ce qui permet de les classer dans le groupe des

phytoalexines.

HEXANE -ACETATE D'ETHYLE - METHANOL
{50 80 12)

PARASITES

Front

Origine

B i T e X AP ST AP

4 1 2 3 4

Figure 7 b: Comparaison du contenu en substances fongitoxiques d'extraits provenant des fevilles
saines et parasitées par P. arachidis (1 2 4 correspondent a différents étapes du processus

d'extraction; pour le test biologique, cf. Figure 7 a). Notez la présence des produits uniquement
dans les feuvilles parasitées.

N P

2. INHIBITION DE LA GERMINATION DES-:‘\SPORES
DE - P. ARACHIDIS : o

N

Le test précédant présente l'inconvénient de faire appel a
unchamplgnon qui n'est pas un parasite de 1'Arachide. I(l_ﬂv"ne
permetdoncpas d'avoir 1'assurance que les substances déteéﬁées
s'oi:e'n'fr:_‘--"’fééilllvemeh‘t- toxiques & 1'égard de 1l'agent patho'.g'éhét

re"s"ponsablé‘.de‘, la rouille. Nous avons donc vérifié 1l'effet
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d'extraits de feuilles saines et parasitées, de différentes
origines et & différentes concentrations, sur le taux de
¥

germination des spores de P. arachidis (tableau 6) .

. Traitement: | Inhibition in vitro (en %) de la germination de spores
Génotype/Espece Témoin/ de P. arachidis aux concentrations croissantes
' inoculé | 1,25 mg/ml [2,50mg/ml | Smg/mi | 10 mg/ml
Témoin 20 31 45 47
™V 2
(Sensible) Inoculé 9 56 58 90
Témoin 82 96 99 98
PI 259747
(résistant) Inoculé 85 95 100 100
Arachis sp. Témoin 43 69 - -
(GKP 9893)
(Hautement résistant)| Inoculé 88 92 - -
Témoin 81 94 - -
Arachis chacoense
(immune) Inoculé 100 100 - -

L'activité fongitoxique est exprimée en % d'inhibition de la germination d'un grand nombre
de spores (300 au minimum pour chaque test). Matériel végétal utilisé: feuilles détachées au
temps t = 0, séparée en deux lots, I'un mis en survie sans étre inoculé, l'autre inoculé par
P. arachidis puis mis en survie dans les mémes conditions. Les feuilles ont été broyées et
extraites dans une solution méthanolique 2 50% au temps t = 10 jours.

Les résultats montrent que:

a) les tissus sains de toutes les variétés contiennent des
composés fongitoxiques. Cependant les extraits des variétés
résistante et immune présentent une activité“'b.e_gxucoup plus forte
que celle de la variété sensible, méme ‘a la conc'entration la plus
élevée. - . '

b)- la’ variété sensible réagit a 1l'infection par une
production accrue de phytoalexines. Dans le cas de la variété

immune une telle induction existe également, quoique plus faible

-en. apparence (le niveau d'activité élevé dans les tissus sains ne

permettant vraisemblablement pas d'appréhender toute l'ampleur de

cette stimulation).
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. Enfin, on constate que l'infection n'a apparemment pas
d'effet . stimulant sur. la production de phytoalexines chez la
variété résistante.jCette situation est tout a fait particuliere
dans la mesure, ou pour d'autres couples hdte-parasite, les
variétés résistantes se distinguent des variétés sensibles par
leﬁf capaéifé a réégir plus intensément et/ou plus précocément.

En définitive, et en se basant simplement sur cette
expérimentation, on pourrait dire gque les variétés sénsibles,
résistantes et immunes etudiées se distinguent les unes des

autres:

- par leur taux de substances fongitoxigques preformées:
* faible chez le génotype sensible
* élevé chez le génotype résistant
- par leur capacité de réaction: élevée chez les espéces

immunes

Ainsi le taux "initial" en phytoalexines, au moment de la
contamination des tissus, semble Jjouer un rdle important dans la
réussite de l'infection. Dans le cas des variétés sensibles ce
taux n'atteint sans doute pas le seuil d'efficacité qui
permettrait de contenir le champignon dans les premiers stades de
l'infection; la plante réagit mailis pas assez rapidement ou
efficacement pour combler ce handicap. Dans le cas des génotypes
résistants et espéces immunes, la teneur initiale des tissus en
composés fongitoxigues pour P. arachidis parait suffisante pour
empécher un envahissement notable des tissus; chez la variété
immune s'ajoute, en plus, une capacité de réaction telle que
l'infection est totalement bloquée.

. o T

La présence de. composés fongitoxiques dans les tissus sains
est en contradiction avec les résultats du test précedent. Cette
contradiction n'est; peut-étre qu'apparente étant donné que dans
lefcas\présent le matériel végétal utilisé était.des feuilles
"détachées"” ayant, par conséquent, subi une agression mécanique
-susceptible d'avoir induit: la production de phytoalexines méme

dans les organes non-infectés.
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IV - EFFET DE L'ABSCISSION DES FEUILLES SUR LES
- COMPOSANTES DE RESISTANCE ET DIFFERENTS
PARAMETRES BIOCHIMIQUES

Les expérimentations entreprises répondent a un double
objectif:

- étudier l'effet d'une agression mécanique, l'ascissiocn de
la feuille, infligée & la plante et le comparer a celui résultant
de l'agression par P. arachidis.

- orienter le choix quant au matériel végétal a adopter pour
la poursuite de nos recherches. l

Concernant ce second aspect, il faut rappeler que les études
réalisées sur l'Arachide font souvent appel a des
expérimentations sur folioles détachées, mises en survie en boite
de Petri sur papier filtre humidifié. L'intérét pratique de cette
procédure est au moins double: faible encombrement du matériel
végétal et trés grande homogénéité des infections artificielles
[évitant des artefacts d0s & des répartitions hétérogénes de
l'inoculum comme cela se produit fréguemment lorsque 1l'on
contamine des plantes entiéres possédant plusieurs rangs
foliaires se recouvrant les uns les autres (SAVARY, 1887 c)l}.

L'utilisation d'un matériel végétal placé en survie souleve
cependant une question fondamentale: cette intervention (miée en
survie) est-elle sans effet sur les caractéres que nous analysons
ou bien, au contraire, risque-t-elle d'interférer avec l'effet de
l'infection.,

En pratique les expérimentations sont réalisées de 1la
maniére suivante: des graines de chaque génofype sont semées en
méme moment & raison de deux graines par pot. ﬁg}sque les plantes
ont atteint 1'&ge d'un mois, elles séntfséparées eh deux lots. Le
premier est subdivisé en deux sous-groupes, l'un est infecté sur
pied, l'autre tient lieu de témoin. Toutes les plantesléoht
disposées en chambre d'incubation. '

Sur le second lot sont prélevées et mises en survie les
feuilles des. rangs deux et trois; la moitié d'entre elles est

infectée, 1'autre moitié sert de témoin.
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Le. temps t=0 correspond au moment de la contamination (et

don

O

au moment dua pétachement des feuilles). Rux: temps t=2,5,10
et 15 jours, des échantillons de chague lot (ou sous-groupe) sont
prélevés et traités de maniére a permettre la réalisation de
différents dosages et tests: phénols totaux, analyse en CLHP et
fongitoxicité

Une partie des plantes entiéres et des feuilles infectées
est conservée jusqu'a la fin du développement des lésions; sur
ces échantillons sont mesurées, régulierement, les composantes de
résistance.
Deux séries d'expérimentation ont été réalisées, (tableau

7y, mettant en ceuvre des génotypes différents.

Detaille EXP 1 EXP2
TMYV 2 (sensible) Local (sensible)
Génotypes testés RMP 91 (sensible) NC Ac 17090 (xésistant)
PI 259747 (résistant)
Maténel Végétal Feuilles détachées et Plantes | Folioles detachées et Plantes
enti¢res entiéres
Méthode d'infection Suspension de spores Voie Séche
- Période de latence
Composantes de Période d'incubation Période d'incubation
Resistance Diamétre de lésion -
Surface de feuille colonisée (%) -
Intensité de sporulation -
Dosages des Phénols + +
Test de fongitoxicité - +
Analyse en CLHP + -

Tableau 7: Schéma général de l'expéimentation réalisée dans le but de comparer les effets
du détachement des feuilles 2 ceux de l'infection artificielle par P. arachidis,

~ L'effet du détachement des feuilles éE‘de l'infection par
P. aréchidis est analysé pour l'ensemble des criteres retenus.
L'effet de la durée de leur maintien en survie, préalablement a
l'infecﬁion{ est testé, principalement, sur les composantes de
résistance et, pouf partie, sur la fongitoxicité des extraits.
_ A noter que dispositif expérimental permet & la fois
d'analyser,l'effet du détachement, de le comparef_a celui de
l'agression parasitaire et, enfin, de vérifier l'existence d'un

éventuel effet cumulatif des deux types d'agression.



1. EFFET SUR LA TENEUR. EN: COMPOSES PHENOLIQUES
" TOTAUX : -

Les données obtenues sont présentées dans le tableau 8. Une
premiére remarque concerne les résultats de l'infection sur
plantes entiéres pour les génotypes RMP 91 et PI 259747: ces
résultats sont en plein accord avec ceux obtenus lors de
l'expérience décrite précédemment (tableau 4): diminution de la

teneur chez RMP 91 et légére augmentation chez PI 259747,

Nature du Teneur en Vanation Variation
Genotype matériel |Traitement| Phénols Totaux die a diie au
végétal (Lg/g.P.F) I'infection détachement
Plante T 1762
™V 2 entiére I 1692 -4%
(sensible) Feuilles T 1356 -23%
détachées I 757 -44% -55%
Plante T 1861
RMP 91 entiere I 1492 -20%
(moins sensible )| Feuiiles T 1194 -36%
détachées I 1678 41% 13%
Plante T 1513
P1 259747 entigre I 1638 8%
(résistant) Feuilles T 1879 24%
détachées I 1457 -23% -11%

Tableau 8: Effet du détachement des feuilles et de 1'inoculation sur ]a teneur en phénols
totaux de 3 génotypes, 10 jours aprés infection amﬁcxe‘le (T: Témoin; I: Inoculé)

La comparaison plantes enﬁiéres - feu,il_Lc‘a\_s détachées révéle
l'existence de deux situatw'ons dans’ le cas‘a‘es témoins (non
infectés); le- detachement provoque  une dlmlnutlon des teneurs en
phenols chez les” doux genotypes_sen51bles, alors que chez le
gépotype rési stunt ‘le taux de composés phénollques augmente. Dans

le cas:deo_tlssus infectés la’ reponse,est hétérogéne: diminution

de la.':quantité de phénols chez TMV, (sensible) et PI 259747

(résistant) et augmentation chez le génotype RMP 91 (sensible).
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Figures 8 2 10: Chromatographie comparative en CLHP d'extrait des matériel végétal 10 j aprés
infection artificielle et separés sur une colonne de silice (S| - 0,63 x 30 cm); Dé€bit : 3,0 mi/min. .
Les quatre fractions principales (X, 3, Y et &) sont éluées dans un mélange de solvents,
Hx:Ae:MeOH (90%) aux proportions volumiques successives: 50/50/05; 20/100/15; 20/100/60;
20/100/300. La détection a €t€ faite 3 280 nm. Dans tous les caslgxtraction a €té réalisée dans
des conditions standardisées et I'analyse porte sur 20 [l d'extrait correspondant 2 0,1 g de poids
frais de feuilles. L'enregistrement est effectué automatiquement 2 l'aide d'un enregistreur -
integrateur toujours réglé de maniere identique pour toutes les analyses. Outre le tracé du
diagramme d'élution, cet appareil foumnit le temps de retention des substances, 1a surface totale des
pics, la surface de chaque pic et sa valeur relative (%) par rapport 2 la surface totale des pics (ces
données n'ont intérét qu'au niveau de l'etude comparative des différents diagrammes d’¢lution, 2
280nm, des diverses substances dont les coefficients d'extenction peuvent cependant différer dans
des proportion importantes). Matériel végétal analysé: voir le dispositif expérimental décrit, page:
63). C

Figure 8: Extrait de feuilles du génotype TMV, (sensible); A. Matériel Sain; B: Matériel infecté.

-——: Plante entiére; ---------- Feuille détachées. C: Comparaison entre les plantes entieres
infectées ( ) et les feuilles détachées saines (-------- ).
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Figure 9: Extrait de feuilles du génotype PI 259747 (résistant); A. Matériel Sain; B: Matériel

infecté. : Plante entiére; ----:----- Feuille détachées. . C: Comparaison entre les plantes
entiéres infectées ( )etles feuﬂlres détachées saines (--------). : ‘




Temps de reiﬁe’p_t&ion en minutes

0 4 8 2,6 20 24 28 32 I6 <0

. . Temps de retention an minutes
§ 1 8 12 1 70 24 28 32 18 40

v

Fig.10B



Temps de retention en minutes
0 4 8 - 12 16 20 24 - 28 - 32 - 36 40 44 50

g

Flgure 10: Extraxt dc feullles du génotypc RN[P 91 (sen31ble) A Maténel Sam B: Matériel
infecté. — Plantc entidre; --<------- Feuille détachées. C: Comparaison entre les plantes
entieres infectées (—) et les feuilles détachées saines ( —————— =)
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2. EFFET SUR LA COMPOSITION DES EXTRAITS EN
SUBSTANCES ABSORBANT A 280nm SEPAREES EN CLHP

n

L'investigation réalisée au niveau des phénols totaux

constituait une premiére approche trés globale. Aussi avons-nous

tenté de préciser les phénoménes en soumettant les extraits a un
fractionnement par CLHP sur colonne de silice. Les composés sont

élués par un gradient discontinu formé par 4 systémes de solvants

de polarité croissante (correspondant aux fractions o, f3, Yet §
indiquées sur les diagrammes d'élution). La DO de 1l'éluat est
enregistrée en continu a 280nm, longueur d'onde permettant de
détecter essentiellement les composés aromatigques et leurs
dérivés. Cette tecnhnique ne permet dcnc pas de mettre en évidence
des variations au niveau de substances susceptibles de jouer un
réle important dans les réactions de défense des plantes telles
que acides gras, leurs dérivés polyéniques ou oxygénés.... Par
ailleurs chaque "pic'" détecté ne correspend pas nécéssairement a
1'élution d'une substance unique.

Malgré ces réserves, la comparaison des différents
diagrammes d'élution révéle gue le simple fait de détacher les
feuilles et de les mettre en survie (10 Jjours) induit
manifestement chez tous les génotypes des modifications aux plans
qgualitatif et quantitatif, se traduisant par l'apparition ou la
disparition de certains pics et l'augmentation ou la diminution
de la taille de certains autres (figures 8 a, 9 a, 10 a). Il

convient de noter gque les différents génotypes ne réagissent pas

de la méme maniére au niveau d'un pic (ou d'une fraction)

déterminé(e). A titre d'exemple, et en se placant dans un cas

simple, le détachement des feuilles provoque une trés nette
. B v
diminution de la fraction "8" chez RMP 91 et TMV,, alors que cette

méme fraction augmente chez PI 259747. Par ailleﬁrs on observe,
au moins pour un certain nombre de pics, qug la mise en survie
d'une. feuille provoque uh\égffét ;éimiléife  ai:gélui_Ldﬁ"‘é
l’infeétioh'éﬁrtbiahte‘eﬁtiéréiffigures 8c;_9é,'10c)l |
A noter, enfin, que l'infection d'une feuille détachée peut
ne pas modifier sensiblement l'allure du diagramme d'élution

(fig. 10 a et b, génotype RMP 91). Cette observation implique que




73

Yemps de retention en minutes
. Il 18 R ’ -3 ’ 42 i 50

@~
N

SO

L -
N

Pl

Lo
..

—iill
:

L -5 S gigig

A
A 4

4\

-
A
v

Yemps dg refention en minutes
R § Bg

O

ie 30 AL (%]

4

" “Figure 11: Chromatographie comparative en CLHP d'extrait des espces sauvages d'Arachide 10 j

‘apres infection artificielle, separés sur une colonne de silice (5 -0,63 x 30 cm); Debit : 3,0

ml/min. Les quatre fractions principales (&X; B, Y et 8) sont éluées dans un mélange de solvents,
Hx:Ae:MeOH (90%) aux proportions volumiques successives: 50/50/05; 20/100/15; 20/100/60;
20/100/300. A: Arachis chacoense (immune); B: Arachis glabrara (immune), C: Arachis sp.
(GKP 9893 - hautement résistant). ————— Malériel sain; -*----- - Maltériel infecté. L'ana}ysc
porte sur 20 pl d'extrait correspondant & 0,025 g de poids frais de feuilles. Les conditions
d'analyse sont les mémes que celles décrits pour les figures 8 2 10.
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les”effetS'détachement et ”3nFePtibn5aitificielle" ne sont pas
cumulatifs, au moins dans 1l'exemple 01té Uhe telle situation ne
se retrouve cependant pas de mauleLe gystemathue Ainsi, la
comparaison des diagrammes d'élution d'extraits de feuilles
détachées, infectées et non-infectées, provenant des espéces
sauvages, ne témoigne d'aucun effet notable de l'infection chez
A, glabrata et A. sp. (GKP 8893) alors gue l'on note une trés

forte accumulation des composés élués dans la fraction 'O chez

A. chacoense (figures 11 A, B, C). Lans ce cas particulier et par

référence a des données obtenues par des méthodes analytiques
comparables (CLHP, colonne de silice, systéme d'élution) sur
d'autres couples plante-parasite (TAQUET, 1985; VERNENGHI, 1985),
les substances, dont la biosynthése semble étre stimulée,
correspondralient a des dérivés phénoliques de la série benzoique
et/cu & des dérivés méthylés de la série cinnamique.

Enfin, les résultats que nous venons de rapporter sur les
espéces sauvages semblent indiquer que la modification du
diagramme d'élution, reflet de modifications au niveau des
biosynthéses des composés correspondants, n'est pas liée au
niveau de résistance des variétés puisque A, chacoense et A.
glabrata, toutes deux immunes, "répondent" de maniére différente

a l'infection.

3. EFFET SUR LA FONGITOXICITE DES EXTRAITS

Unie agression, méme d'origine non parasitaire, peut conduire
d une élicitation ou & une stimulation de la biosynthése de
phytoalexines (KUC et RUSH, 1985). Aussi -avgns-nous rechexché
l'effet de l'abscission des feuilles survl'acc&mulation de tels
composés et l'avons comparé a celul de l'inféction par P.
arachidis. Une premiére expérlmentatlon a été réalisée en mettant
en survie, durant:des temps’ varlables,_des folioles du génotype
Local, défaéhées;de plantes égéeé d'ehvi:on'l mois. Aprés la mise
en. survie, Jeé feﬁilles sont extréites par. duAméthanol é 50%; les
extralts sont ensu1te flltrés, centrlfugés et concentrés dans des

condltlons standardlséee Clnquante ul de' chaque extralt

~— s S SEE SN S aam S S E e EE S e
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concentré sont énéleés'en'CCM; les substances fdngitdxiques sont
révélées par la téchnique du test de toxicité a l'égafd du
Cladosporium. ' o

La figure 12 indique trés nettement une augmentation:ae la
toxicité des extraits en fonction de la durée de mise_en'éurvie
(le temps t=0 correspond au moment ou les feuilles sont p:élevées
et broyées; A& noter que cet extrait témoin contient des composés
fongitoxiques préférmés). L'augmentation présente un caractére
non seulement quantitatif mais également qualitatif puisque aprés
3 et 4 Jjours de mise en survie on observe l'apparition de

composés nouveaux.

7%":' (\8}’ Origine
0/4. 0/3 0/O
T T T

Figure 12: Test de toxicité pour le Cladosporium cladosporioides en CCM: Génotype Local
(sensible); Effet de la durée de mise en survie durant le temps variables (0/0: broyage immédiat;
0/3: broyage aprés 3 j de mise en survie; 0/4: broyage aprés 4 j de mise en survie). Notez
augmentation de la fongitoxicité en fonction de la durée de mise en survie.
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Figure 13 A e{ B: Estimation, par le test de fongitoxicité contre Cladosporium cladosporioides
apres séparatjon en CCM de différents parametres (durée de mise en survie, infection, durée
d'incubation) sur l'accumulation de substances fongitoxiques dans des feuilles d'Arachide
détachées; du génotype NC Ac 17090 (résistant).

13 A: Effet du temps de mise en survie, de l'infection et du temps d'incubation aprés infection
artificielle. 0/0 constitue le témoin général (feuilles détachées et immédiatement extraites). 0/1 T:
broyage 24 h aprés détachement et mise en survie; 0/1 I : feuilles detachées, infectées au temps T
= (0 et incubées durant 24 h; 0/2 .....

13 B: Effet du temips de mise en survie et de la durée de mise en survie préalable 2 l'infection
artificielle. 1/6 T: feuilles détachées et mises en survie durant 7 jours au total; 1/6 It feuilles
détachées, mise en survie durant 24 h puis infectées et incubées pendant 6 jours... 0/0 T: témoin
broyé immédiatement apres detachement; PE: feuilles non détachées et broyées. Pour les motifs

10/6 T et 10/6 1, le dépot a été fait A une concentration deux fois moins importante que pour les
autres motifs.




i
i
1
J
I
{
{
!
]
|
]
!
I
]
l
J
i
\

ci77

' ‘Cet e&ssai a été renouvelé et complété en’' mettant en oeuvre
le génotype résistant” NC Ac- 17090. Ici, les feuillés ont 'été
separées_en,aeux_lots “un lot témoin mis en‘survie ‘durant des
temps'variables‘et un lot infecté au temps t=0 puis mis en survie
durant des périodes identiques & celles des feuilles témoins.

Les figures 13 A et B montrent: ) -

- une augmentation de la fongitoxicité en fonction de la
durée de mise en survie (lots témoins notés 0/0, 0/1T,
....... 0/6T). Il est intéressant de relever que l'extrait 0/0,
provenant de feuilles broyées immédiatement aprés le prélévement
sur la plante, ne contient que de faibles guantités de composés
fongitoxiques.

~ que, si l'on compare, pour chaque durée de mise en survie,
l'extrait de feuille-témoin et 1l'extrait de feuilléQinfecté,
l'infection ne produit pas d'effet supplémentaife notable. On
peut également émettre l'hypothése selon laguelle les deux types
d'agression "détachement des feuilles" et "infection
artificielle", produiraient un ‘effet comparable sur
l'accumulation des produits fongitoxiques et que, au moins chez
le génotype“NC Ac 17090, ces deux effets ne sont pas cumulatifs.

Par ailleurs, sur plante entiére (0/0 T), les composés
fongitoxiques, bien qu'a 1l'état de traces, ne semblent pas
différer de ceux qui s'accumulent dans les feuilles aprés
détachement. Enfin, 1l'infection par P. arachidis sur plante
entiere (PE I) ne parait pas provoquer la synthése de composés
nouveaux. En résumé: le détachement des feuilles et leur mise en
survie déclenchent des ﬁécanismes physiclogigues de nature
comparable a ceux provoqués par l'infection (dans le domaine de
la production de substances toxiques); celle-ci n 'en modifie pas

Sy
notablement 1l°'intensité. _ T

4; EFFET DU. DETACHEMENT ET DE LA NHSE EN. SURVIE -
- DES FEUILLES SUR LE? COMPOSANTES DE, RESISTANCE

Apres ;av01r determlné l effet d l'abscissiopﬂasur

dlfferentes substances (ou.. classes de. substances) .synthétisées

par la plante, nous avons effectué des observations au niveau de



quelques composantes de résistance.. Il était, en effet, important

d'observer,. globalement, comment l'crgane détaché réagit a
l'agression " provoguée par l'absciséion, ‘au travers de son
comportement a l'égérd de l'agent pathogéne, ceci par comparaison
avec le comportement de la feuille non détachée de la plante.

Au cours de cette expérimentation cing composantes de
résistance ont été notées dont nous rappelons la définition:

1. La période d'incubation (PI): correspond au délai (en
jours) qui sépare la contamination de l'apparition des premiers
symptémes. En pratique, elle est estimée sur une population de
lésions par la date a laquelle 50% des lésions sont visibles socus
forme de points d'infection. (COOK, 1880 a; SAVARY, 1985 b;
SUBRAHMANYAM et al., 1983 a).

2. La période de latence (PL): correspond au délai (en
jours) qui sépare la contamination de la rupture de l'urédosore.
Elle est estimée sur une pcpulation de lésions par la date a
laquelle 50% des pustules sont rompues, par rapport au nombre
total d'urédcsores sporulant & la fin de 1l'expérience
(PARLEVLIET, 1975).

3. Le diamétre des lésions (DL): correspond au diamétre
moyen (en millimétres) d'environ 30 lésions prises au hasard le
jour de 1l'arrét du comptage des lésions totales. DL est déterminé
a l'aide d'un micrométre occulaire monté sur un microscope.

4., L'intensité de sporulation (SP)} est estimée selon une
€chelle comportant cing classes (au moins trois répétitions par
traitement) .

5. Le pourcentage de la surface des feuilles colonisées (%
SFC) est la surface couverte par les pustules et, éventuellement,
leur halo chlorotique, exprimée en pourcentage par rapport a la

TP

surface totale. ) =

la premiére expérimentation a été réalisée, sur des plantes
&gées de. 4 semaines, sur trois'génotypes, deux sensibles (TMV, et
RMP- 91) et un génotype résistant (PT 259747) .

Les résultats sont présentés dans le tableau 9. Le fait de
détacher ‘les feuilles provoque une augmentation importante de la

sensibilité du matériel végétal: diminution de PI, augmentation
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de DL, de SP et de ,% SFC. Cet accroissement de la sensiblilité
concerne tout les génotypes testés, les feuilles du génotype PI
259747 conservent néanmoins un. niveau de résistance nettement
supérieur a celui des feuilles des génotypes sensibles, alnsi
qu'en témoingnent une valeur de la pérlode d'incubation nettemen;
plus élevée et une valeur de 1l'intensité de la sporulation
beaucoup plus faible que celles enregistrées chez les génotypes
sensibles.

Période Diamétre | Intensité Surface de
Genotype | Traitement | d'incubation | de lésion de feuille
(jours)* (mm)+ [Sporulation+{ Colonisée (%)*
TMV 2 | DL ent T3 0,36 33 49
(sensible) | Feuil. dét. 9.6 0,95 4.8 23,3
RMP 91 Pl ent. 12,2 0,54 . 2,7 2,4
(sensible) | Feuil. dét. 10,8 0,74 47 10,7
Pl 259747 Pl. ent. 13,5 0,31 1,5 0,6
(résistant) |Feuil. dét. 12 0,66 2 18,3

Tableau 9: Effet du détachement des feuilles sur les composantes de résistance de 1'Arachide

(*: moyenne de 5 répétitions; + : moyenne de 3 répétitions; Pl. ent. : Plante entiere; Feuil. dét :
Feuilles détachées). Les observations et comptage sont effectués journellement a partir du 8e jour
apres la contamination. La surface des feuilles colonisée est estimée a la fin d'expérimentation.

Cette expérience a été reprise en uti%isant deux autres

génotypes d'Arachide: Local (sensible) et"."NC Ac 17090

(résistant); l'effet sur les variables "Période d'incubation” et.

"Période de: latence" a été déterminé (tableau 10 a).

~Nous . observons, 1ci également, une  augmentation de . la

sensibilité des génotypes. Le génotype NC Ac 17090 conserve'
néanmoins une bonne résistance, la période de latence étant tres

supérieure & celle caractérisant le développement ou l'infection

sur les génotypes sensibles (Local, RMP 91 et TMV,).
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Composante Local (sensible) NC Ac 17090 (résistant)
' R Pl. ent. E. D Pl. ent. - EF.D
" PI (jours) 11 10 23,5 15,5
PL (jours) 11,4 10,5 - -

Tableau 10 a: Effet du détachement des folioles sur deux composantes de résistance,
PI: Période d'incubation; PL : Période de latence (Pl. ent : Plante entiére; F.D : Folioles
détachées). Les folioles sont immédiatement infectées aprés le détachement.

Durée de mise P. I (jours)* P. L (jours)*
en survie (jours)l  Local [NC Ac17090] Local |[NC Ac 17090

0 10 15 . 10,5 -

1 10 15,9 10,4 -

3 10,3 15,8 10,8 -

5 10 13,4 10,7 -

10 10 15,5 10,6 -

Tableau 10 b: Effet de la durée de mise en survie des folioles sur deux composantes de
résistance (P.I: Période d' incubation; P.L: Période de latence). ¥*: Moyenne de 4

répétitions. Ici les folioles sont mises en survie durant 0, 1, 3, 5 et 10 j avant
l'infection artificielle.,

L'effet du temps de mise en survre@\\des feuilles,
préalablement 34 1l'infection, a été testé s‘ur la Période
d'incubation et. la Période de latence pour deux génotypes (Local
et NC Ac 170890). Les résultats (tableau 10 b} montrent gque chez
les deux:génotypes la durée de mise en survie n'affecte pas

sensiblement les deux composantes de résistance étudiées’.
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% - DISCUSSION

Aprés un rappel du processus pathogénique, nous avons
effectué un recensement de gquelques réactions de 1l'Arachide en
réponse a l'infection par P. arachidis, aux plans histologique et
biochimique.

L'histologie des interactions héte-parasite entre les
plantes et les agents de rouille, a trés largement été étudiée
(HILU, 19265; LEATH et ROWELL, 19266 et 1869; HEATH, 1971 et 1972;
McLEAN, 1979; WINGFIELD et RIJKENBERG, 1981; NICKS, 1983}.

La similitude observée entre les différents génotypes quant
aux étapes se déroulant entre la contamination et la formation
d'appressoria est confirmée par certains de ces travaux (McLEAN,
1979; HEATH, 1971; HILU, 1965). Cecl n'est pas le cas pour
l'étape de pénétration et le nombre de lésions produites (tableau
2) qui semblent varier en fonction de la sensibilité génotypique.

Concernant les observations histochimiques, les résultats
que nous avens acquis sont en accord avec ceux de LEATH et RCWELL
(1969) qui suggérent que la résistance ne s'exerce pas au travers
de la synthése de callose, de subérine ou de lignine. Il est
néanmoins possible gue les tests de mise en évidence de la
lignine et de la subérine ne soient pas suffisamment sensibles
pour permettre la détection de ces polyméres au cas ou ils ne
seraient synthétisés qu'en trés faibles quantités en réponse a
l'infection. L‘anéine'bibchimique selon la méthodélogie adoptée

par HAMMERSHMIDT et al., 1982; RIDE, 1980 devrait infirmer ou
confirmer ces résultats. Il n'en demeure pas'moins'que”de
nombreuses plantes réaglssent a 1nrectlon par 1° &dification de
barrléres phy31ques (HEATH, 1981). Le comportement parflguller de
1'Arachide serait-il 1ié & une ‘capacité trop rédulte en matlére
de blosyntnése des polyméres appropriés? = o

Au plan général, les résultats relatifs A la fréquence des
infections mettent en é&vidence une différence nette entre les

génotypes ré31stants et les génotypes senolbles. Des capacités de
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réactions existent donc chez 1'Arachide; elles devraient se
situer 4 un niveau différent de celui gque nous venons d'explorer.
C'est. pourquot_noua avons reporté nos investigations sur un plan
Dlochlmlque afin de rifier la nature des reactlons de

1'Arachide au niveau moléculaire.

L'effet de 1'infection sur l'activité peroxydasique, la
teneur en protéines et la teneur en composés phénoliques totaux
e2st d'ampleur limitée. De plus les réacticns sont hétérogenes,
parfois divergentes, interdisant de ce fait une interprétation
généralisable des phénoménes (effet de l'infection et effet
génotypique) .

Globalement, et en ne considérant que les criteéres
histologiques et biochimiques (activité peroxydasigue, protéines
et phénols totaux) étudiés, la réaction de l7Arachide semble
différer trés nettement de celle développée par la plupart de
plantes subissant 1l'attague par un agent pathogéne. Dans la
majorité des cas, on observe au moins 1'un ou l'autre des effets
suivants: (1) édification de barriéres physiques (lignification
ou subérisation des tissus), (2) accumulation de composés
phénoliques (totaux ou spécifiques) ou (3) stimulation de
l'activité peroxydasique ou de certaines isoperoxydases. Chez
l'Arachide, aucune de ces réactions ne se développe de maniére
évidente lorsque l'agent infectant est Puccinia arachidis, alors
gue certaines d'entre elles se développent lorsque cette méme
plante est attaquée par d'autres champignons (GUPTA et al.,
1985). Ce compor ement particulier est-il 1ié & la nature de
l'agent pathogéne 1nfectant, P. arachidis, agent biotrophe?

Il convient de noter ici gue les points (1), (2) et (3)
Peﬂtlonnés se rappor tent peu ou prou A certaines réactions du
métabollsmetseconqalre lié a l'édlﬁlcatlon ou & la destruction de
lignines, et que, précisément, dans ie cas de i'iﬁteraction
Arachlde = P{ arachldls, nous n avons pas pu démontrer, au m01ns
par les techn:ques utnllsées, que les tissus 1nfectés produnsent
en quantltés ‘importantes et/ou dans des délals restrelnts ces
polyméros en. réponse a 1! 1nfectlon , _

Pourtant des varxétés ré51stantes a cet agent pathogéne

ex1stept, on peut donc se demander de quel e maniére partlcullére
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ces vériétéé‘sé;déféhdent: quels sont les facteurs de résisténce
et & quels'nivéaﬁk'ii%ﬁinterviennent.

beux.observations pourraient constituer des é&léments de
réponse:

a) La teneur trés élevée en composés phénoliques des
Arachides sauvages immunes ou hautement résistantes. Chez ces
espéces.elle pourrait constituer une barriére chimique efficace
contre l'infection.

b) La présence, dans les feuilles d'Arachide de substances
fongitoxiques.

L'existence de tels composés (et l'identification de
certains d'entre eux) a déja été décrite par d'autres auteurs qui
les assimilent & des phytoalexines (KEEN et INGHAM, 1976; INGHAM,
1976; AGUAMAH et al., 1981; STRANGE, 1985). Ces substances,
quelles que soient leur structure chimique, sont considérées
comme capables de moduler les réactions de défense des plantes et
donc d'intervenir activement dans le déroulement de 1la
pathogénese (KEEN, 1986; MANSFIELD, 1982).

Il est intéressant de noter qu'a l'instar des composés
phénoliques totaux, les substances fongitoxiques semblent
nettement plus abondantes dans les feuilles des espéces sauvages
hautement résistantes ou immunes que dans celles des génotypes

cultivés.

La troisiéme partie de ce chapitre aborde le probléme lié a
gghement des feuilles ou des folioles, et de

W R

1'influence du dét
leur mise en éﬁf&ié; sur_un certain nombre de paramétres déja
pris en compte précédemment et sur quelques facteurs de
résistance. Initialemeht cette étude était motivée par des
considératiohs,_purement_techniques et méthodologiques: était-il
possible d'utiliser comme matériel végétal expérimental des
feuilles mises en survie (dont la manipulation est beaucoup plus
aiséé_que_le matériel "plante entiére”")? Cette question en
soutendait une autre. présentant des: implications théoriques
d'importance fondamentale dans le cadre de nos recherches: le
détachement _des feuilles et leur mise ~en . survie ne
provogquent-t—-ils chez la plante une réaction ;susceptible

d'interférer, voire de masquer l'effet de l'attaque parasitaire?
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A 1'évidence, la réponse est. positive. Plus précisément: le
détachement provogue un effet défavorable sur les composantes de
résistance sans touéefois modifier le classement des différentes
variétés;. en particulier les génotypes résistants conservent ce
caracteére, le niveau de résistance étant simplement diminué.

.~ En revanche, le détachement semble avoir un effet favorable
sur l'accumulaticn de composés toxigues gui, qualitativement,
paraissent étre identiques & ceux présents dans une plante
infectée. Pour étudier l'effet de l'infection sur ce caractére,

il est donc exclu de s'adresser & du matériel végétal mis en
survie.

La mise en paralléle de ces deux observations: effet
dépressif sur les facteurs de résistance et effet stimulant sur
la syntheése des composés fongitoxiques souléve une autre question
fondamentale: ces composés jouent-—-ils effectivement un réle dans
la pathogénése pour le couple étudié? Si oui, on aurait pu penser
que la mise en survie des feuilles, provoquant une augmentation
du taux de substances toxiques, aurait pour effet d'accroitre le
niveau de résistance de ce matériel végétal. Or il n'en est rien
puisque ce traitement, au contraire, diminue le niveau de
résistance des différents génotypes.

Quatre hypothéses pourraient rendre compte de l'inefficacité

apparente de l'accumulation des produits toxiques:

- le seuil d'efficacité n'est pas atteint,

- la compartimentation au sein des tissus est telle gue les
hypheskggzﬁ. arachidis ne sont pas en contact avec ces
composésr;;;iu |

- l'agressioh”prqvoque une synthése diffuse dans tous les
tissus des différents métabolites; les concentrations sont
localement insuffisantes pour arréter les hyphes de
P. arachidis. '

- --P, arachidis est en fait insensible & l'action de composés

.. dont- l'activité n'a, jusqu'd présent, &té testée qu'a
.- 1'encontre de. Cladosporium cladosporioides. -

L'existence. de ces composés fongitoxiques-déns des tissus

sains,> mé&me- en faible gquantité, soulédve un autre problémeﬁ;Ces

composés~ répondent-ils & la définition classigue d'une

. N




phytoalexine (PAXTON, 1981; KEEN, 1986)? Rappelons que ce terme
générique est en th?orie réservé a des substances fongltoxiques
synthétisées par ‘la plante en réaction & une aggression
parasitaire; en principe ce- terme ne é'applique pas a des
substances préformées. Il ést' vrai >§ue cette définition, a
l'origine trés restrictive, s'est élargie puisqu'on admet gqu'une
agression méme d'origine non parasitaire, peut induire (ou
stimuler) la biosynthése de phytoalexines (STOESSEL et MAGNOLATO,
1983) . Par ailleurs, une plante non infectée, méme cultivée dans
de bonnes conditions n'est pas a l'abri de toute agression. Ainsi,
la présence de composés fongitoxigques dans les tissus "sains"
pourrait é&étre mise au compte d'une élicitation dle & un stress
"banal' non pris en compte par l'expérimentation. A cet égard, il
convient de rappeler gqu'au cours de certains essais les tissus
sains étaient dépourvus de tout composé toxique, alors gu'au cours
de certains autres de telles substances étaient aisément
detectées. Cette différence de comportement de la part de plantes
salnes, -de méme génotype, montre que "l'apparence externe"” d'une
plante constitue un critére trés insuffisant pour la déclarer

saine ou non.

En résumé, de l'ensemble des essais que nous avons réalisés,
il résulte que l'aspect de nos recherches concernant les
phytoalexines méritait d'en étre approfendi. Nous avons donc, en
travaillant sur plante entiére pour les raisons évogquées plus
haut, étudié plus en détail (chapitre II) l'effet de 1l'infection

et l'effet génotypique sur 1l'évolution, dans les feuilles, de

- la fongitogiCité globale,

~ la composition dés extraits de feuiles par analyse en CLHP.






 CHAPITRE II

ETUDE CINETIQUE DES REACTIONS DE
L'HOTE

Les essails que nous venons de décrire avaient pour cbijectif
de mettre en évidence quelques réactions de l'Arachide en réponse
a l'infection par P. arachidis et résultant de 1l'abscission
foliaire. Par ailleurs nous avons également recherché l'existence
de réponses différentielles, suivant les variétés, en relation
aveCc leur niveau de résistance a 1'agent pathogéne.

Les observations avaient été effectuées a un stade déterminé
du développement de la maladie ou de l'agression et ne
fournissaient de ce fait qu'une image statique d‘'un phénoméne, la
réaction de la plante, théoriquement en constante évolution.

Nous avons donc réalisé des expérimentations conplémentaires
dans le but d'apprécier les réponses de 1'héte en fonction du
temps écoulé“aﬁrés;l'infection. A la lumiere des résultats
antérieurs nous avbns"foéalisé notre étude sur l'analyse en CLHP
des extraits de tissus,-ia comparaison des différents diagrammes
d'élution .de composés décelables & 280 nm devant nous permettre
de détecter- les variations qdahtitatives et/ou'qualifativés de 1la

biosynthése' de ces composés ou groupes de COmpoOSés.
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I - ANALYSE EN CLHP DES EXTRAITS DE FEUILLES
D'ARACHIDE: EFFET DE L'ATTAQUE PARASITAIRE ET DE
LA DUREE DE L'INFE.CTI_QN; EFFET GENOTYPIQUE

1. RAPPEL METHODOLOGIQUE; PROFIL D'UN DIAGRAMME
D'ELUTION EN CLHP SUR COLONNE DE SILICE:

L'analyse en CLHP est réalisée en injectant sur la colonne
de silice 20l d'extrait concentré correspondant & 40 mg de
matériel végétal frais. L'élution des composés adsorbés sur la
silice est réalisée en quatre étapes successives & l'aide de
quatre mélanges ternaires de polarité croissante. Les quatre
éluants font intervenir les solvants organiques suivants: hexane
(Hx), acétate d'éthyle (Ae) et méthanol & 90%, successivement
dans les proportions volumigues suivantes: 50/50/05, 20/100/15,
20/100/60 et 20/100/300.

Les fractions (comportant chacune généralement plusieurs
pics d'absorption>é 280nm) correspondant aux quatre systemes

d'élution sont désignées respectivement sous la dénomination de

fraction «, 3, Yetd (figure 14).

D'aprés les données de la littérature (TAQUET, 1985; RAVISE,
Comm. Pers.) et l'expérience acquise au cours d'analyses
comparables effectuées sur des extraits méthanoliques d'autres
plantes, saines ou infectées, la répartition des différentes

suivante:

jo3)

classes de meclécules serait 1

- Fraction 'G':y

la premiere partie de la fraction '(&' pourrait correspondre
a .la zohe d'élution d'acides  gras insaturés (diénique ou
triénique) et de leurs dérivés, oxygénés; ces substances ont un
coefficient d'absorption a 280nm trés réduit ou nul; dans les
conditions opératoires adoptées elles échappent donc & notre
investigation. La deuxiéme partie contiendrait des dérivés

phénoliques de la série benzoique, les dérivés les plus méthylés,

non glycosilés, de la série cinnamique et des stilbenes méthylés.
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Figure 14: Chromatographie en CLHP d'extrait de plantes saines du génotype TMV, (sensible)
Colonne de silice (5i - 0,63 x 30 cm). Détection - UV 2 280 nm; Débit: 3ml/min; Vitesse de
déroulement du papier: 5 mmm/min; Sensibilité: 0,16; Les quatre fractions principales (&, 3, T et

) sont éluées dans un mélange de solvents, Hx : Ae : MeOH(90%) aux proportions volumiques
successives: 50/50/05; 20/100/15; 20/100/60; 20/100/300.

-

- la fraction 'f#' contiendrait surtbut des dérivés
cinnamiques,

- la fraction .'Y' correspondrait a 1l'élution des iso-
flavonoides:‘ou flavonoides et des phénols glycosylés
(RAVISE, comm. pers.),

- enfin, la fraction '§' pourrait rasse'mble'r des produits
secondaires de po_lymérisationbu de dégradation (TAQUET,

Les diagram:hes d'élution sont directement enregistrés a

ltaide _d'un _ enregistreur—intégrateur..qui  fournit.. trois
informations _f:ox}d_améntale_s_.ra_ru_xq‘aelles_ nous . nous .réfererons

réguliérement: temps de rétention, surface des pics et importance



relative de:chaque pic (%' de’ la surface: par rapport 4 la surface

totale intégréeau cours de chaque analyse)

La réalisation des différentes analyses (depuisil'extraction
jusqu'a 1'élution sur CLHP) dans  des conditions standardisées
permet donc, par simple comparaison de .la surface des fractions
(ou méme des pics bien individualisés) ou de leur valeur
relative, de suivre l'effet des différents parametres testés. Au
cours des analyses successives, qui se sont étalées sur plusieurs
mois, 11 est évident que de légéres variations du temps de
rétention ont été observées. Ces variations sont aisément
repérables, et donc susceptibles d'étre corrigées, grdce a la
présence systématique sur chaque diagramme d'élution de pics

caractéristiques bien individualisés.

2. EFFET DE L'INFECTION PARASITAIRE ET DE
SA DUREE SUR LE DIAGRAMME D'ELUTION
DES EXTRAITS EN CLHP, EFFET GENOTYPIQUE

Une expérimentation a été réalisée sur plantes {entieres)
cultivées en pots comprenant quatre génotypes: Local (sensible),
RMP 91 (moins sensible), NC Ac 17090 (résistant) et PI 259747
(résistant). Elle avait pour but de comparer l'effet de
l'infection et de 1la durée d'incubation sur certaines
caractéristiques biochimiques matérialisées par le diagramme
d'élution desy exfralf de feuille selen la m'*aodologie décrite
plus haut. Quatre prelevements caractéristiques (t = 2, 5, 10 et
15 jours apres l'infectlon) ont été effectués correspondant a

différentes étapes du cycle infectieux:
-t = 27 :Ygérmination des’ spores, et péhétrationpééé hyphes
~par les stomates, S :f:'
-t = 53 formation des haustoria et début de la
' ?polonlsatlon des tissus o "v |
-t éple“;'apparitidn des premiers symptomes v151blesp
-t o= iSj'rfmatﬁration déleééiaﬁs, multlpllcatlon eL

' libération des urédospores.
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“Le tableau 11 a indigque, pour chaque génotype, et & chaque
étape de'l'e'xpérimentation, la surface des pics é€lués; le tableau

11 b résume les variations diies & l'infection.

Génotype jours apres infection
_ 2] 5 | 10 ] 15
Local-T 0,96 0,98 0,76 1,46
Local-1 2,03 1,22 1,21 2,39
RMP 91-T 2,31 1,17 0,89 2,93
RMP 91-1 2,33 2,07 0,95 2,27
NC Ac 17090-T 2,1 0,95 0,9 1
NC Ac 17090-1 0,85 0,86 1,55 2,46
P1259747-T 0,96 0,71 0,8 0,52
PI1259747-1 0,76 0,85 1,11 0,87

Tableau 11 a: Comparzison en fonction du temps de 1a surface totale des pics
{ensemble de 4 fractions, ( &, {3, Y et § ) - en millions d'unités) éluées apres
injection de 20 il d'extrzit brut provenant de feuilles saines et de feuilles
infectées prélevées sur quatre génotypes d'Arachide.

, Variations (en %) de la surface totale des pics
Génotype die 2 I'infection aux différents temps d'incubation
2 S 10 15
Local 112 25 60 64
RMP 91 1 77 7 -23
NC AC'17090 -60 -10 72 146
PI 259747 -21 20 39 67

Tableau 11 b: Effet de l'infection, apres temps variables d'infection sur la
surface totale des pics. Les variations correspondant 2 'augmentation

ou 2 la diminution de la surface enregistrée pour des extraits de feuilles
infectées par rapport celle des extraits de feuilles non-infectées. Ces
variations sont exprimées en % (le signe '-' indique une diminution

de 'x' % par rapport témoin correspondant).

L‘_ar_xalyse globale de ces deux tableaux suggére que le
génotype 'sen'su_ible (Local) réagit le plus intensément durant les

premiéres phases de 1l'infection, tandis que les deux génotypes
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résistants semblent répondre plus progressivement mais de maniére
continue i (tableau ‘11 b). Il est a noter gue NC Ac 17090
(fésistant)' et RMP 91 (sensible) contiennent, & l'état sain, des
quantités de composés (absorbant a 280 nm) relativement plus
élevées que les deux autres génotypes. Considéré sous cet angle,
aucun effet génotypique ne peut &tre dégagé.

De méme, 1l'analyse des résultats, fraction par fraction
(tableau 12) ne permet pas de tirer de conclusion précise quant a

l'effet de la durée de l'infection ou & l'influence génotypigue.

Fraction 'Q'
Génotype Variation de la surface 3 'x’ jours apres infection
2 5 10 15
Locale -20 2 14 0
RMP 91 -4 -11 5 0
NC Ac 17090 19 3 23 -30
PI 259747 3 8 -1 -14
Fraction 'f’
Génotype Vanation de la surface 3 'x' jours aprés infection
2 5 10 15
Locale -11 -9 -11 -8
RMP 91 2 -5 -8 -9
NC Ac 17090 19 0 -10 -6
P1259747 17 -8 1 0
' Fraction "Y'
Génotype Variation de la surface 3 'x’ jours aprés infection
2 5 10 15
Locale 46 1 -1 15
RMP 91 6 29 0 6
NC Ac'17090|  -42 1 -4 39
PI1259747 . -29 1 2 4
- Fraction ' §'
Génotype Vanation de la surface & 'x' jours aprés infection
L 2 5 10 15
Locale -16 6 -3 © =20
RMP 91 -4 -13 3 2
NC Ac 17090 4 -4 -10 -4
PI 259747 9 C-2 -2 10

Tableau 12: Effet de l'infection sur la composition des différentes fractions
-er(e, B, Y et 8) exprimée par la variation de la surface de chaque fraction
- . (% surface Inf. - % surface Témoin). Analyse en fonction du temps
d'infection pour quatre génotypes.
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Nous avons porté une attention part_u“ullére a la fraction

'®'. Celle—ci.contenant la plupart des composés fo“gltoxa.ques
extraits des feuilles d'Arachide (figure 15). Cette situation est

d'ailleurs comparable a celle qui prévaut chez le Palmier a huile
{TAQUET, 1885).

Figure 15: Test de fongxtoxxcxté au Cladosporium cladosporioides des quatre fractions principales
(o, B, Y et 8) séparées en CLHP a partir d'un extrait brut de tissu infecté par P. arachidis. Notez
que la fongitoxicité corrcspond ala fractmn a'.

1°) ANALYSE GLOBALE:

A titre d'exemple les figures 16 et 17 présentent les
diagrammes d'él"utiﬂoﬁ“ de .la fracticn 'O' pour deux génotypes
(Local- sen31ble,‘NC Ac 170°O ~résistant) et a deux étapes du cycle
J.nfectleux (orélevement reopectlvement 2 et 10 Jours, apres

1nLectlon).
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" Figure 16: Comparaison des diagrammes d'élution (détection 2 280 nm) de la fraction ‘&' obtenus

par analysé en CLHP {Colonne: Silice (Si) Sphéri-5, Brownlee Labs; (0,46 x 25 cm;) Débit: 2,2
ml/min) d'extraits bruts provenant des plantes saines ou infectées par P. arachidis; Prélévement
et analyse 2 j aprés infection artificielle. A: Génotype Local - non infecté; B: Génotype
Local - Infecté; C: Génotype NC Ac 17090 - non infecté; D: Génotype NC Ac 17090 - Infecté.
Temps de rétention de chacun des pics, et concentration dans l'ensemble de l'extrait : 20 il

correspondant 4 40 mg de matériel végétal.
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Figure 17: Comparaison des diagrammes d'élution (détection 2 280 nm) de la fraction '&" obtenus
par analyse en CLHP d'extraits bruts provenant des plantes saines ou infectées par P. arachidis,
Prélévement et analyse 10 j apres infection artificielle. A: Génotype Local - non
infecté; B: Génotype Local - Infecté; C: Génotype NC Ac 17090 - non infecté; D: Génotype NC
Ac 17090 - Infecté. Les conditions expérimentales sont identiques 2 celles présentées dans la

figure 16.
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Génotype | Traitement Date du Surface [Surface ‘ot -Infecté _ v
- '  |prélevement* | . 'G'  [Surface 'a’ - sain
2 0,24
- 5 0,14
Sain 10 0,08
Local 15 0,24
2 0,1 0,41
5 0,19 1,36
Infecté 10 0,29 3,63
15 0,4 1,67
2 0,4
5 0,27
Sain 10 0,38
RMP 91 15 0,51
2 0,32 0,8
5 0,24 0,89
Infecté 10 0,45 1,18
15 0,4 0,78
2 0,19
5 0,09
Sain 10 0,2
PI 259747 15 0,2
2 0,18 0,95
5 0,27 3
Infecté 10 0,26 1,3
15 0,2 1
2 0,23
5 0,19
Sain 10 0,17
NC Ac 17090 15 0,42
2 0,25 1,08
5 0,2 1,05
Infecté 10 0,72 4.24
15 0,3 0,71

Tableau 13: Etude de la fraction ‘o, * : date du prélévement correspond au
temps €coulé, en jours, entre le prélevement 'x' et le moment de l'infection;
y: suface "ol infecté/ surface "o’ témoin.

Les résultats d'ensemble sont présentés dans le tableau 13
qui regroupe deux informations: d'une part les valeurs réelles
des surfaces de la fraction '&' enregistrées aux différentes

phases. de  l'expérimentation et, d'autre part, la valeur du




rapport 'y' obtenu en divisant la valeur de la. surface de cette

fraction dans le cas des feuilles inf¢¢pées”par’c¢l;g du_témoin
correépoﬁdgnéiiééﬁﬁé‘ﬁéﬂié;é$§focéder'péfmet'&'élimihef'de'fécto,
l'effet pefturbateuf aFuﬁ:éé:taiﬁyhombfe:de variables, notamment
celles.liées é l'accroissement de l'age de la plante durant la
période d'expérimentation. ' S _

La figure 18 reprend sous une forme graphique les valeurs de
ce rapport 'y' en fonction du délai écoulé & partir du temps t=0
correspondant a l'infecticn et ceci pour les quatre génotypes

testés: deux sensibles (Local et RMP 91) et deux résistants (NC

Ac 17090 et PI 259747).

~—e-— Local
| —o-— RMP 91
.. g Pl 259747
...« NC Ac 17090
B ..'D‘. |
4 _ o .

Y 3+
21 K
[ ] C
c 2 5 R 10 15

Jours aprés infection

Figure 18: Représentation graphique de la valeur 'y’ (i.e., Surface '’ infecté/Surface "ot 'sain)
caractérisant quatre génotypes (Local et RMP 91: sensibles; NC Ac 17090 et PI 259747:
résistants), en fonction du temps &coulé (en jours) aprés infection artificiclle. Notez une
diminution de la valeur initiale pour les génotypes sensibles et une stimulation de taux pour les
génotypes résistants. - e o U R

)
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Dans l hypothese d'une 1nterventlon effective des composés

'ae la fractlon_ 'a,' dans la re51stance genotyplque, trois

s

parametres 5emblent jouer un role majeur

a) absence d'une réduction de la teneur en ces composé€s en
début d’'infection
b) précocité de l'accumulation des composés actifs

c) amplitude de la stimulation

En pratique, si l'on compare les caractéristiques des quatre
génotypes, on peut émettre 1l'hypothése selon laguelle les
phénoménes initiaux sont prépondérants, mais non suffisants, pour
conférer la résistance; ce caractére doit étre 1lié a l'un des

deux autres: stimulation élevée de la biosynthése des composés

de la fraction '&' ou stimulation, méme d'amplitude moyenne,
mals précose de cette méme fraction.

Ainsi, la différence entre le génotype Local (sensible) et
le génotype NC Ac 17090 (résistant) semble uniquement résider

dans le fait que ce dernier, par rapport au témoin sain, ne voit

pas sa fraction 'O diqinuer en début du cycle parasitaire.
L'augmentation relative,’ultérieure, de cette fraction chez le
génotype Local est comparable & celle constatée chez NC Ac 17030;
elle ne luil confére pourtant aucun caractére de résistance.

Le génotype PI 259747 semble tirer sa résistance du fait de

l'absence de la réduction relative de la fraction 'G' et de son
augmentatlon ultérleure Cette augmentation relative est moins
importante que chez le‘génotype Local mais plus précoce.

Enfin chei le géhbtype RMP 91, sensible, les phénoménes
initiaux sont . comparables & ceux des deux génotypes résistants,
mais noh suivis d'une stimulation ultérieure.

Ainsi, si l'on.considéré lés'troié caracteéres énoncés plus
haut, en tant que facteurs de résistance, et en se basant sur les
exemples expérlmentaux ch0151s, séules Ies_combinaisons'dés
racteurs _ ;}.F:f S ‘.. . L B .
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semblent caractérlser la résistance. Il s acit 13 d'une tentative
4a’ 1nterprétatlon des pbénomenes suxr la base des 1nformat10ns dont
nous dlsposons;f celles-ci ne servaient que partielles pour

plusieurs raisons:

a) la surface totale intégrée pour les différentes fractions
a pour support l'enregistrement de la'D.O. a 280 nm, longueur
d'onde ne correspondant certainement pas au maximum d'extinction
de toutes les substances éluées. Ainsi les dérivés d'acides gras

{dont on verra plus loin gu'ils contribuent & la fongitoxicité

des extraits) sont élués avec la fraction 'O mais ne sont pas
décelés a la longeur d'onde utilisée. Ils échappent donc & notre

analyse et a notre interprétation.

b) Les différents composés sont susceptibles d'agir de
maniére synergique de sorte gque des variations de leur teneur
relative dans 1les extraits peuvent entrainer des effets d'une
amplitude trés supérieure a celle des variations gquantitatives

des différents composés eux—mémes.

Margré ces réserves, nous pensons gque l'interprétation que
nous proposons constitue une base de discussion et

d'expérimentations futures.

2°) ANALYSE ‘AU NIVEAU DES "PICS' COMPOSANT LA FRACTION 'o'

L'effet de i'infection et celui du génotype ne se

maanestent pas de:manlére homcgene - sur-l’ensenble des pics

composant la fracthn 'X'. Les tableaux 14 et 15 ‘établis pour
deux génotypes suggérent, au conbralre, que chez chaque génotype,
trols types de 31tuatlons existent pour les suostanceo composant
ces pics: accumulatlon, répresglon (ou wodlflcaflon de leur
structure chlmlque) et absence d'effet,~ces modlflcatlons peuvent

intervenir a des: étapes différentes de la Dafhogénése



L
E

. [T — -
- - - - - - - - - "'._"«,_;4‘

Numéro| Temps de ~oe 0 2jours

X 5 jours 10 jours - 15 jours E
du | retenfion’ | -©  Local NC Ac 17090 [~ Local NC Ac 17090 _Local NC Ac 17090 Local NC Ac170%
produit | en minutes [Témoin| Infecté | Témoin | Infecte” | Témomn | Infecié [Témoin| Infoct€ [Témom] Infeci Témoin | Infecté | Témoin | Infecté [Témoin| Infecté
1 1,167 - T - - - - - - - - - - N Z 143 T Z
2 1,183 - - - - 67 - - - - 98 19 125* - - 139 -
3 1,291 689 717 392 212 266 614* 318 - 458 - - - 665 - - -
4 1,347 - - - - - - - - - - - - - - - 6261
5 1,393 3567 | 3298 1997 2871* 2384 3678* | 4009 | 5194* | 3277 | 7934* | 5695 5187 5000 10209* | 4911 -
6 1,491 13843 | 5649 13428 | 13525 8377 8613* | 12519 - 10240 | 16189* | 22272 | 19665 20821 | 20228 | 14775 | 23882
7 1,542 - - - - - 4390 - - - - - - - - - -
8 1,607 - 6418 ~ - - - - - - 5455 - - 5160 - - 16493
9 1,662, - - 34129 - 7854 - 10761 | 13177* - - 12574 - - 37843 - -
10 1,733 |167116] 38643 | 132595 | 173757* | 51734 |108912*| 89523 | 71024 | 28808 |180263* 92481 | 648946* | 151259 [227865*(381011] 162768 —
11 1,925. | - - 17800 | 17657 | 23474 | 17839 | 22476 | 26560* | 8587 | 25983* | 26877 - 17869 | 26998* | 946 | 25631* o
12 2,21 49212 | 41553 | 32226 | 40199* | 47300 | 48579 | 52348 | 62109* | 24711 | 56933+ 52683 | 44802 42447 | 68496* | 16373 | 52506* o
13 2,793 2112 1 1471 - 2141 - - 180 390 | - - - 5611 - - - -
14 3,128 982 - - - - - - - - - - - - - 206 [6295*
15 3,322, 396 | 1009* - - - - - - - - - - - 606
16 4,662 - - - - - - - - - - - - - 9389 - -

Tableau 14: Evolution de la surface de chacun des pics de la fraction '0{"ex fonction du tcrops (prélév ements 22, 5, 10 et 15 J), en caracteres Standard: Pic dont Ia surface n'est pas
modifiée dans ics extraits de plaates infectées (par rapport 2 czlle du pic correspondant enregistré apres analysce de l'extrait de feuilles saioes). Caracteres standard gras: surface d'un
pic n'ayant pas d'equivalent chez le témoin; italique: Surface plus faible par rapport A celle du témoin; -: Absence du pic; Gras + italique: nouveau pic par comparaison avec le géootype
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Joursaprés| Nomdu Variaton par rapport iémoin ou Local
infection Génotype Stimulaton Apparition - couveau Dim:nunon Absence
: Tous
Locale un pic: 3,322 un pic : 1,607 les pics, excepté: un pic : 3,128
2 jours 1,291; 1,607 et 3,322
trois . deux
NC Ac 17090 pics : pics: unt pic : 1,291 un pic : 1,662
1,393; 1,733; 2,217 1,925 et 2,793
quatre pics : deux
Locale 1,291; 1,393; 1,491 un pic: 1,542 un pic: 1,925 pics:
S jours et 1,733 1,183 et 1,662
cing pics : deux
NC Ac 17090 1,3583:1,662; 1,925; - un pic : 1,733 pics:
2,217 €1 2,793 1,291 et 1,491
cing pics deux
Locale 1,393; 1,491; 1,733 pics : - un pic : 1,261
10 jours 1,925t 2217 1,183 et 1,607
deux trois deux
NC Ac 17090 pics: un pic : 2,793 pics: pics:
1,183 ¢t 1,733 1,393, 1,491 et 2,217 1,662 et 1,925
QUALTE Dics : Quatre pics : deux
Locale 1,393; 1,733, 1,167; 1,662; - pics :
15 jours 1,925 et 2,217 3,322 et 4,662 1,291 et 1,607
quatre pics : rois deux
NC Ac 17050 1,491; 1,925; pics : un pic : 1,733 pics:
2,217 13,128 1,347, 1,607; 3,128 1,183; 1,393

Tableau 15: Evolution de la variation des pics de 1a fraction'ct' en fonction du temps (prélevements 2 2, S, 10, 15 j apres
infection) en comparaison avec Jes plantes non-infectées ou avec les plantes du génotype Local,

Il est c¢lair que 1l'étude individuelle des pics rend

l'interprétation des phéncménes extrémement complexe et délicate.
Mais peut-étre:l'explication, au moins partielle, des différences

de niveau de résistance génotypique pourrait-elle résider dans

la variation quantitative de certains de ces pics, et donc dans

celles de la biosynthése des composés naturels qu'ils

représentent. Il convient, & ce sujet de rappeler gque les

diagrammes d'élution. sont enregistrés a 280nm, laissant dans

l'ombre toutes les “substances présentes dans l'extrait

méthanolique mais n'absorbant pas a cette longeur d'onde.

Seule la multiplication des essais prenant en compte un
nombre plus élevé' de génotypes différant par leur niveau de
résistance permettrait, de vérifier la ﬁeproductibilité des

phénoménes et leur signification éventuelle au plan pathologique.
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Une autre approche est cependant posﬁible, qui consisterait
a isoler les composés fongitoxiques, & identifier leur structure
chimique et leur caracterluthues chromatographlques Une telle -
caracterlsatlon permettr 1t de pre01¢er les conditions de leur.
elutlon et, a1n31, de les repérer sur les dlagrammes (enregistrés
& des longueurs d'ondes adéquates). Le suivi de leur évolution en
fonction de la durée d'infection et la comparaison des réponses
au niveau génotypique en serait facilitée.

Les résultats que l'on est en droit d'espérer d'une telle
démarche conduiraient, en outre, & une vérificatioﬁ du rdéle
effectif joué par ces substances fongitoxiques‘dans la résistance
génotypique et faciliterait 1le tri wvariétal précoce des
croilsements pour leur résistance ou leur tolérance a la rouille.

Une telle approche fera l'objet du chapitre III de notre

mémoire.

II - ETUDE CINETIQUE DE L'EVOLUTION DE LA
TOXICITE IN VITRO DES EXTRAITS BRUTS

L'existence, dans les extraits bruts de feuilles d'Arachide,
d'une activité fongitoxique, avait été mise en évidence gréce par
le test de toxicité a 1l'égard de Cladosporium consistant &
visualiser,uaprés chromatographie sur plaque, l'emplacement des
composés 1nh1bant la- sporulation de ce champignon. Le reproche
que l'on peut émett;e a l'encontre de cette procédure réside dans
le fait que l'activiﬁé fbngitoxiqué soit révélée a l'aide d'un
champignon. différent de 1 ageht rathogéne etudié.

C'est, pourquOL nous avons réallsé la présente étude en nous
fondant 1sur,.lg “test 4’ 1nh1b1tlon .de la germlnatlon des
urédospores:déAP. arachidis. L'objectif‘est a la fois de suivre
l‘évolutionldéJla-fongitdxicité des extraits bruts en fonction du
temps- écoulé depuls l"noculatlon et d'évaluer le niveau de cette

toxicité selon les génotypes
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En pratique, la '‘fongitoxicité des extraits bruts de quatre
génotypes (Local, NCyAc 17090, RMP 91 et PI 259747) & différentes
cuncontvablone (0,62, 1 25 et 2,50 mg—équivalent de tissus
frais/ml) a. eté evaluée sur des extralts de tissus prélevés 2, 5

et 10 jours aprés 1l'infection artificielle.

1. RESULTATS

Les résultats globaux obtenus sont exposés dans le tableau
16 et la figure 19 (qui reprend, sous une forme graphigque, plus
illustrative, une partie des données de tableau 16 b).

L'analyse de la figure 19 révele un certain nombre de
tendances. En effet, si l'on compare, génotype par génotype, le
pourcentage d'inhibition des extraits de feuilles infectées a
celui correspondant aux extraits de feuilles témoin, les
évolutions suivantes sont notées:

1°) GENOTYPE LOCAL (SENSIBLE)

Deux jours aprés infection, la toxicité des extraits de
feuilles infectées est inférieure & celle des extraits de
feullles saines. La toxicité relative des premiéres augmente

ensuite pour étre, 8 j plus tard, trés supérieure & celle des
témoins.

e N
AN :

2°) GENOTYPE RMP 91 (SENSIBLE)

La réaction de ce génotype est dlfférente de celle du
précédenb:‘l infect ion semble stlmuler légérement ‘1'accumulation
de produits fongitox1ques en déout d! 1nfectionr puis le niveau
relatif de- la toxicité dlmlnue, pour_;emonte: ensuité:vers la fin
du cycle 1nfectlex.x o . L |
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. Extrait brut 3 0,62 mg/ml concentration
 Gén./Trait. Jours aprés infection
2 5 10
Loc-T 0 32 11
Loc-I 11 16 31
RMP-T 16 46 69
RMP-I 17 28 29
PI-T 10 46 37
PI-1 18 53 70
NC-T 0 21 51
NC-I 0 46 35
Extrait brut a 1,25 mg/ml concentration
Gén./Trait. " Jours apres infection
2 5 10
Loc-T 76 03 21
Loc-I 67 65 55
RMP-T 83 89 76
RMP-I 91 75 84
PI-T 81 97 47
PI-1 91 99,9 91
NC-T 76 92 81
NC-I 92 95 87
Extrait brut a 2,50 mg/ml concentration
Gén./Trait. Jours apres infection
2 5 10
Loc-T 92 74 58
Loc-1 74 87 60
RMP-T 100 91 96
RMP-1 98 89 99,9
~ PI-T 93 99,9 55
-~ PL-L 83 99,9 97
NC-T- 93 92 73
NC-I 100 98 94

Tableau 16: Inhibition (%) in vitro de la germination des spores de

- . arachidis en fonction du génotype (Gén.) de la plante, du temps

d'infection (2, 5 et 10 j aprs infection) et de la concentration de

_ Textrait 0,62 (a), 1,25 (b) et 2,5 () équivalent mg de tissu/ml.

L'estimation est faite sur 300 spores, au minimum, par motif

- (T: Sain; It Infecté).
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3°) GENOTYPES NC Ac 17090 ET PI 259747 (RESISTANTS)

Oon observe une similitude dans la réaction de ces deux
génotypes. Pour les trois‘dates de comparaison (2, 5 et 10 3j), 1la
toxicité des'éxt:aits bruts des plantes inoculées est toujours
supérieure a celles des plantes non inoculées, bien gue 1la

différence soit le plus souvent de faible amplitude.

De maniére trés générale, les génotypes résistants se
distinguent des génotypes sensibles par une capacité a réagir
positivement & l'infection en augmentant le taux de composés
fongitoxigques, dés le premier stade de l'infection, tocut en
maintenant ce taux tout au long du cycle infectieux. Les
génotypes sensibles, soit ne possédent pas cette capacité a
réagir rapidement (génotype Local) scit la perdent dans un second

temps (RMP 91); une réaction tardive ne semble pas efficace.

Enfin tous les génotypes présentent des taﬁx relativement
élevés de composés fongitoxiques préformés. Ceci ne suffit pas &
leur conférer le caractére de résistance. En outre cette
observation pose a nouveau le probléme de la légitimité de 1la

désignation de ces composés sous le terme de "phytoalexine".

2. ANALYSE STATISTIQUE DES RESULTATS

Une analyse-de_vériance a été réalisée sur les pourcentages
d'inhibition de la germination des spores de P. arachidis,
prenant en compte trois variables: nature du génotype (A),
concentration -en exttait (B). et.infection (C). Cette étude
statistique porte sur les données enregistrées a chécune des
dates de prélévemeﬁt (2, 5[ ét 10 jburs:apréé infection).

L'hypothése a’ tester est[qu'il,eXiste, chez les génotypes
d'Arachide résistants, une réaction a 'l'iﬁfection par P.
arachidis qui. aboutit & une réduct;on de l'activité du parasite,
et qui peut étre représentée par‘Uné réduction de la germination

des spores.
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Figure 19: Representation graphique de 'inhibition in vitro de la germinaton des spores de P.
arachidis par des extraits bruts de quatre génotypes (Local et RMP 91: sensibles; NC Ac 17050
et P1 259747: résistants), A une concentration de 1,25 mg poids frais de matériel végéal/ml de
milieu. Prélé¢vements d'extrait - A: 2j, B: 5j, C: 10 apres infection artificielle.
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Source de |degré de T=7] ' T=3] T=10]
variation | liberté | SCE M~ F P | SCE M __F___ P [SCE_CM_ _F P

A (Gén)) 3 1,361 0,454 6,2 <0,025| 1,885 0,628 19,6 <0,061 3,997 1,332 16,4 <0,001
B (Conc.) 3 35,238 11,746 160,9 <0,001]/15,885 5,295 165,5 <0,001110,779 3,593 44,4 <0,001

C(aoc) | 1 |0003 0003 04 0,007 0,007 0,2 0,421 0421 52 <0,025
Ax3B 9 | 1,086 012 1,6 0,546 0,061 1,91 0,688 0,076 0,9

axc | 3 o017 0057 08 0326 0,109 34 <0,10(1,064 0355 4,4 <0,85
BxC 3 |o0264 0088 172 0,038 0013 0,4 0721 024 3 <0,10
AxBxC| 9 |o0656 0073 0,288 0,032 0,726

Totaux | 31 |38,778 18,975 18,396

Tableau 17: Analyse de variance sur les pourcentages d'inhibition de 1a germination de spores de P. arachidis. *: temps
apres infection; SCE: Somme de carrés des Ecart 4 la moyenne; CM: Carré moyen; F: Le 'F de Fisher; P: Risque de ler
espece; Gén: Gérotype; Conc: Concentration des extraits; Inf: Infection atificielle.

Les résultats de cette analyse (tableau 17) établissent

- at = 23 : un effet significatif des génotypes (A) (p <
0,025) et de la concentration de 1l'extrait (B) (p £ 0,001) sur
l'inhibition de la germination (ou la non-germination) des
spores. S
- at = 53 :'ﬁnUéffet significatif des génotypes (&) (p <
0,001), de la concentration de 1l'extrait (B) (p < 0,001). En
outre, il se dégage une tendance -positive au niveau de
l'interaction des .génotypes (Gén. x Inf. (A x C : p < 0,10) .

-~ at = 10j : les effets des génotypes (A) (p < 0,001) et
de la concentration de l'extrait (B) sont_toujours;;hautement
significatifs (p < 0,001); l'effet de 1'infection (C) devient
également significatif (pASnO,bZS), de méﬁékque'i;ihteraction
Genotype x Infection (A x C) (p < .0,05). Enfin,:l{interaction
Concentration'x Infection (Bux_Cj.n(p:S 0,10):téhd;@; devenir

significative.
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Lfanslyse statistique présente un double intérét

- le premier, d'ordre technique, concerne la démenstration
de la validité dés résultatS;.ceux ci sont basés sur des données
dont les difrérences sont réellement significatives.

- le second réside dans le fait gue le degré de
signifiéatlon augmente en fonction du temps aprés infection
artificielle.

Ceci signifie qu'il existe bien une accumulation, en
fonction du temps, de composés fongitoxigques contribuant & rendre
les génotypes PI 259747 et NC Ac 17090 résistants. Il y a donc
stimulation, post infection, de la synthése de composés toxigues
qui, selon <ce <critére, peuvent étre assimilés a des

phytoalexines.

oI - DISCUSSION

Trois niveaux d'investigation ont été envisagés afin de
déterminer l'effet génotypique, l'effet de l'infection et l'effet
de la durée de l'infection sur l'accumulation d'un certain nombre
de composés, dont des substances fongitoxigues, et ternter
d'établir une corrélation entre accumulation de ces substances et
résistance.

P

Les trois niveaux:d'investigation sont les suivants:

.—_étude des substances, absorbant a 280 nm, extraites par le

méthanol, "sur la base des’ caractérlsthues d'élution en CLHP -sur

colonne de Q1lice

:—.analyse partlcullere de la frdctlon HEO L

= c1net1quc d accumulat*on de substances fong1tox1ques

‘De maniére trés'génerale, les resultats suggérent que des

composes fongltowlques 1nterv1ennent blen dans le déroulement de
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la pathogénése, dans un sens tendant a réduire l'effet de
l'infection. Considéré sous cet angle, on peut estimer gue ces
substances, qu'ellés agiSsenﬁ.individuellement cu de maniére
synergique (VERNENGHI et al., 1987), constituent des facteurs de
résistance. |

Chez tous les génotypes, ces substances fongitoxigues sont
présentes dans les tissus non infectés; 1l s'agit donc de
substances préformées. Cependant, au moins chez les génotypes
résistants, 11 existe une stimulation de la biosynthése de ces
produits (peut-é&tre également un éliciteur de la biosynthése de
substances nouvelles) ainsi qu'en témoigne l'aﬁgmentation relative
de la fongitoxicité dans les feuilles infectées. La stimulation
est appréciée globalement; des variations Dbeaucoup plus
importanteé au niveau de chacune des subétances contribuant a la
toxicité (au moins six composés fongitoxiques ont été mis en
évidence aprés séparation en CCM) sont donc susceptibles
d'exister. De telles variations (y compris la Dbiosynthese de
molécules nouvelles et la répression de celle de substances

préformées) ont été clairement observée au cours de l'analyse des

pics constituant la fraction 'Q’,

Concernant les divers composés en tant gque facteurs de
résistance, il semblerait gue leur taux initial joue un rdle
moindre gque la capacité des plantes & réagir rapidement par une

accélération de leur biosynthése. Enfin l'analyse, notamment de la

fraction 'OQ', montre clairement gque la résistance peut se

développer séléﬁ"diffé:entes modalités d'un génotype a l'autre.

Ces résultats mettent en évidence tout 1'intérét a isoler et
identifier les phytoalexines, premiére étape vers une meilleure

compréhension des événements que nous venons de décrire.
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' CHAPITRE III

ISOLEMENT, PURIFICATION ET TENTATIVES

D'IDENTIFICATION DE PHYTOALEXINES

Les résultats décrits dans les chapitres précédents ont
révélés la nécéssité d'approfondir 1les investigations, en
particulier dans le domaine des phytoalexines. En effet, les
recherches sur les supports de la résistance ainsi que celles
concernant la répocnse de 1'Arachide & 1l'infection par P.
arachidis indiquent que, au moins en apparence, les barriéres
mécaniques ne jouent pas de rdle prépondérant; celles-ci scnt
quasi inexistantes dans les tissus sains, quel gue soit le
génoctype étudiée. Par ailleurs l'édification de telles barriéres
ne semble pas élicitée ou stimulée par l'attaque parasitaire; en
tout état de cause les méthodes histo~ et cytochimiques n'ont pas
permis de les révéler.

Dans ces conditions 1l apparaissait vraisemblable gue des
barriéres chimiques devaient intervenir pour ralentir voire
stopper le dérbﬁlément de la pathogénése, en particulier dans le
cas des génotypes ré51stants Les recherches menées dans ce
domaine ont montré qu 11 ex1°te bien des modifications du taux de
certaines substances  notamment phénoliques, consécutives 2
l'infection. Les analyses en CLHP ont confirmé ces résultats et
ont mis en évidence non seulement des variations quantitatives
mais également qgualitatives de certains composés ou groupes de
compesés., o _

Des résultats comparables 6ht été.éh}é§ist£éé‘pou£ les
substances fongitoxiques synthétisées par les plantes. La
présence de tels composés revet un 1ntéret majeur dans la mesure

ou ils sont susceotlbles de part1c1Der aux mécanismes de défense



de 1'héte. La connaissance de la modulation de leur biosynthése
sous l'effet de l'infection (KESSMANN et BARZ, 1986) constitue
donc un objectif iméortant. Pour atteindre cet obijectif il était
cependant nécéssaire de bien identifier les phytoalexines
impliquées. C'est pourquoi nous avons entrepris leur isolement a
partir de tissus d'Arachide infectés par P. arachidis. Pour

certaines d'entre elles la structure chimique a été établie.

[Les résultats exposés dans ce chapilre sont le fruit d'une collaboration élroite entre
différents Idbora!dires: Phytopathologie de I'ORSTOM d'Adiopodoumé, Céte d'Ivoire
(Isolement et purification, test de fongitoxicité); Phytopaihologie de I"ORSTOM, de Bondy
(A. RAVISE et Madame VERNENGHI; compléments de purification); Médialeurs
chimiques, Saint Rémy-lés-Chevreuse (. EINHORN et C. MALOSSE; détermination des
Structures de la majorité des substances); Chimie organique structurale, Université Pierre et

Marie Curie, Paris VI (J.C. TABET; identification d'alkyl bis phényl éthers)]

I - MATERIEL VEGEGAL, TECHNIQUES D'EXTRACTION
ET DE PURIFICATION

1. MATERIEL VEGETAL

Les composés fongitoxigues sont extraits de feuilles
d'Arachide infectées naturellement au champ par P. arachidis.
Théoriquemen;_}gu{iextraction peut étre réalisée soit a l'aide de
chloroforme oﬁqafﬁﬁgfsolution méthanolique. Cependant, seule la
seconde technique é'aonné satisfaction et a donc été retenue. De
novembre 1985 a févrie}‘l986, cing récoltes de feuilles malades
du génotype Local,lﬁpbvenant de cultures paysannes, ont été
effeétqées, |

2. TECHNIQUES D'EXTRACTION

C - J—." B - N “

Les. technlques d! extrachons sont résumées dans la flgure

20 Généralement 400 g de tissus frais tissus sont broyés dans du
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méthonol a 50 % & raison de 7,5 ml par g de matériel végétal

frais. La' diffusion des produits recherchés est réalisée a

l'obscurl

té ‘pendant 48 h A température ambiante (22°C).

Matériel végétal (feuilles infectées)

1. Broyage dans MeOH : Hy0 (50/50 v/v)
(7.5 ml/g. poids frais)

2. Diffusion a I'obscurité - 48 heures

Résidu

1. Hydrolyse (KOH 2N)
2. Filtration

3.pH7

4, Extraction Ae

Y
Phase aqueuse Phase Ae

1.pH 3
2. Extraction éther

Phase aquéuse Phase éhter

f . 4

(Température ambiante)

3. Filtration sur verre fritté N° 1

Y
Phase méthanol

1. Concentration
au 1/4 du vol.
(40°C évaporateur rotatif)

2. Centrifugation

(10 min. 2 12.000 g)

y

Solution brute concentrée

Extraction par n-hexane (3 fois)

Phasé hexane (Hx) Phase aqueuse
Extraction par "Ae” ‘
_ Phasel_"x;"._ . . Phase!queuse
7 (evaporée A sec puis -

reprise par MeOH)

-

- Plgurczo Séhémﬁ" d'cgﬁactiori-d'es .tissus d'Arachis hypogaea.
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] Aprés filtration sur verre fritté ;n°1 et concent;ation
Daff;911e pour évapo;er le méthanol les pigments et les
partlcales sont élimlnés de la phase aqueuse par centrifugation a
12.000 g pendant 10 minutes. Puis la phase aqueuse subit
plusieurs extractions, d'abord par 1'hexane ensuite par l'acétate
d'éthyle. En fin de séguence, la phase acétate d'éthyle est
évaporée a sec et reprise par du méthanol.

Par ailleurs, les broyats de tissus recueillis aprés
filtration de l'extrait brut sont hydrolysés dans une solution de
KOH 2N, sous atmosphére inerte. La phase insaponifiable est
extraite de 1l'hydrolysat par de 1l'acétate d'éthyle, apres
filtration et ajustement du pH & 7. Cette phase agueuse est
ensuilte acidifiée a pH 3 et réextraite par du diéthyl éther afin
de séparer certains composés phénoliques et éventuellement les

acides organiques contribuant & la fongitoxicité.
3. TECHNIQUES DE PURIFICATION

Les tests Dbiologiques de toxicité en CCM révélent la
présence, dans chacune des fractions, de plusieurs composés
fongitoxiques. C'est pourquoi, indépendamment de l'origine de 1la
fraction, sont mis en oceuvre des procédés de concentration et de
purification.

La chromatographie sur colonne atmosphérique de silice
permet dféliminer une partie des substances dépourvues d'activité
biologique. Cependant, les phénoménes de co-entrainement - en
grande partie ;iés aux fortes teneurs en lipides - provogquent
1'élution déh§f=§lusieurs fractions successives des produits
recherchés. Dans~"£dus les cas, la répétition de la
chromatographie sur colonne affine les séparations. Ainsi, 1la
figure 21 illustre la séparation d'une phase acétate d'éthyle
(évaporée & sec et»repiisé dans du méthanol) sur une colonne de

60 x 1,5 cm de silice éluée par un mélange Hx:Ae:MeCH (50/50/05)
puis par du MeOH:H,0 (90/10); la répartitibn des substances
fongitoxiques dans différentes fractions de 1'éluat est
visualisée par leur toxicité a l'égard du C. cladosporioides

aprés chromatographie sur couche mince de silice (figure 22).
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Figure 21: Purification d'un extrait (phase acétate d'éthyle, évaporée 2 sec et reprise par du
méthanol) de fevilles d'Arachide (génotype Local) infectées au champ par P. arachidis, sur une
colonne atmosphérique (silice; 60 x 1,5 ¢m). Elution par Hx:Ae:McOH (50/50/05 v/v): fractions
1243; McOH:H20 (90/10 v/v): fractions 44 3 75. Les D.O sont mesurées A 280 nm. Les fléches
indiquent les fractions presentant une activité fongitoxique.

Figure 22: Révélation aprés CCM des substances fongitoxiques par le test d'inhibition du

Cladosporium cladosporioides. Les fractions

testées sont celles cluées sur colonne

(atmosphérique) selon les indications de la figure Z1. Eluant: chloroforme:méthanol - S0/02 v/v.
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La figure 23 illustre une autre séparation. d'une phase

'a‘é'ét'éi:.—e:ivd“'éthyle sur le méme type de colonne, 1l'élution- étant
réalisée- par le mélange Clf:MeQOH 50/01 puis par le mélange
Clf:MeOH 50/10 v/v. La figure 24 indigue la repartition des

substances toxiques dans les différentes fractions.
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Figure 23: Purification de la phase acétate d'éthlyle provenant d'un cxtrait de tissus de feuilles
d'Arachide (génotype Local), sur une colonne atmosphérique de silice (60 x 1,5 cm; débit: 2,3
ml/min). Elution par C1f:McOH - S0/01 (fractions 1 & &6) puis 50/10 (fractions 87 & 110). Les
D.O sont mésurées 2 280 et 2 311 nm. Les f2ches indiquent les fractions festées pour leur
fongitexicité (fig. 24).

CHLOROFORMEMETHANOL
T _ {50 :02)

4 Origine

Fi.gul:c 24: Révélation apres CCM des substances fongitoxiques par le test d'inhibition du
Cladosporium cladosporioides. Les fractions testées sont celles cluées sur colonne
(atmosphérique) sclon les indications de 1a fig. 23, Eluant: chloroforme:méthanol - 5002 viv.
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Les substances de la phase hexane ont également été
séparées par chromatographie sur colonne de silice dans des
conditions-:—sirﬁilaires a la précédente. Les figures 25 et 26

illustrent les résultats dfune telle séparation.
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Figure 25: Purification de 1a phase hexane provenant d'un extrzit de tissus de fevilles d'Arachide
(génotype Local) sur une colonne atmosphérique (pour conditions d'¢lution voir fig. 23). Flution
par CLf:MeOH - 50/01 (fractons 1 & 49) puis CIf:MeOH - 50/05 (fractons 50 & 71). Les D.O
sont mésurées & 280nm. Les fractions testées pour leur fongitoxicité (fig. 26) sont les. suivantes:
Py (1-12); Py (13-15); P3 (16-20); P4 (21-24); Pg (25); Pg (26); P4 (27-29); Pg (30-31); Py
(32-36); Py (37-41); Py (42-49); P}, (50-71).

Figure 26: Révélation aprés CCM des substances fongitoxiques par le test d'inhibition du
Cladosporium cladosporioides. Les fractions testées sont celles cluées sur colonne
(atmosphérique) selon les indications de la fig. 25. Eluant: chloroforme:méthanol - 502 v/v,

v
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A ce stade deux remarques s'imposent:

4_*_Le ffactionhement_surfcolonne de silice atmosphérique est
trés‘imparfait;_lejplus_souvent chaque fraction présentant une
activité biologigue regroupe plusieurs substances. Ainsi une
étude détaillée de la composition des fractions P,, P3 et Py
séparées sur la colonne dont le spectre d'élution est présenté
dans la figure 21 révéle la présence de trés nombreux composés

fongitoxiques sur couche mince de silice (tableau 18).

* ILa présence d'un substance toxigque n'est pas
nécéssairement 1iée & une fraction présentant une densité optigue
élevée & 280 ou 311 nm, longueurs d'onde servant généralement &
l'établissement du diagramme d'élution des colonnes
chromatographiques. Ceci est tout a fait logique dans la mesure
ou l'on sait gue de nombreuses phytoalexines presentent un
coefficient d'extinction de valeur négligeable cu nulle & ces
longueurs d'onde. Ceci a pour corolaire la nécessité de tester
toutes les fractions de 1l'éluat pour leur éventuelle

fongitoxicité.

En pratique aprés un premier "criblage" des substances
fongitoxigues par chromatographie sur colonne atmosphérique,
permettant de traiter des guantités importantes de produits, 1la
purification des composés contenus dans chagque fractions, est
poursuivie par chromatographie liguide & haute performance sur

colonne de silice éluée par des solvants organiques ou sur

support de 51llce greffee en C18 elue par des solutions acétiques

a 1% avec cradlent de”methanol

Fréquemment, l'dtilisatibn succésSive ‘des deux supports

atténue partlellemont les pbenomenes de co elutlon des substances

fongitoxiques avec, utres substances naturelles le plus souvent

de nature lipidiqdé}“
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SYSTEME DELUTION

Hx:Ae:Me Hx:Me Hx: Ae '
3071 30705 |30/30/5180/30741 50/2 1 30/1 17073071 55/45 1407601257757 10790
0.00- 10.00- _
0.12 ]0.11
13- 10.12-770.16-710.19-7]0.13-

024 10.19 (0.27 {0.26 {0.20
0.30- 10.29- 10.30- |0.30-

A2-
Sl 0.40 ;0.37 10.37 ]0.38
A2 0.44-710.39- ]0.43- ]0.48-
.60 0.52 10.52 10.61 10.64
0.65- 0.76-
0.76 0.82
0.80- 10.80- |0.83-
0.8 1096 10.98
0.00- 0.00-]0.00- {0.05-
0.10- 0.08 [0.07 [0.23 [0.13
0.15 0.09%- 0.14-10.16-
0.16- [0.14- 0.17 0.40 ]0.23
0.31 (0.23 0.24-710.25-]0.31-
0.50 10.56 ]0.59
0.32-(0.24-~
0.41 1046
0.44-10.51- |0.49- 0.42-
0.52 10.59 10.61 10.50
0.62- [0.51-
092 10.59
0.60-
0.68
0.69-
0.88
0.89-
0.94
P4 0.06- 0.32-
0.50 0.68

Tableau 18: Exemple de répartition des substances fongitoxiques dans un extrait (phase acétate d'éthyle)
de feuilles d'Arachide infecté au champ (génotype Local), Les fractions P2, P3 et P4 correspondent
aux fractions rassemblées aprés chromatographie sur colonne atmosphérique de silice selon les indications

de la figure 21.

II - ISOLEMENT DE DERIVES D'ACIDES GRAS
INSATURES EN Cq

Bien que la plupart des études récentes sur les facteurs de
résistance de. l'Arachide & des infections cryptogamigues (KEEN
et INGHAM, 1976, INGHAM, 1976; AUGUAMAH et al., 1881; STRANGE et
al., 1985) concernent des composés phénoliques, il est apparu au
cours de nos recherches gue d'autres produits contribuent aux
mécanismes de défense. En particulier, des substances apolaires

extraites par l'hexane ou par l'acétate d'éthyle, révélées par
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<

les tests de toxicité pour le C. cladosporioides, inhibent iIn
vitro la germination des spores du P. arachidis .

La. figu*e: 21 (voir_ pluS- haut) correspondr'a une

3y

chromatographle sur colonne de 31llce Q'un exbralt de tissus

‘1nLecbés, repris par l‘acfétate ar éthj1e. qua. substances

correspondant aux acides gras insaturés en Clg'et_é leurs dérivés

sont éluées dans la fraction P, avec le mélange hexane:acétate

d'éthyle:méthanol (50/50/5) pour éluant.

1. ESTERS METHYLIQUES D'ACIDES GRAS INSATURES EN Cyg

Leur purification partielle est obtenue, & partir de 1la
fraction le en CLHP a l'échelon préparatif sur cclonne de silice
(3/8' x 30 cm) avec pour éluant un mélange hexane—-acétate
d'éthyle (65:35). Deux fractions principales ont été séparées
(notées PoA et P,B) contenant des composés fongitoxiques (figure
27). A ltissue des étapes complémentaires de purification et
d'analyse 11 s'est avéré que deux esters méthyliques, le
linoléate de méthyle et le 1linolénate de méthyle, étaient
présents dans la seconde fraction (P,B). Cependant, a ce stade la
contamination était encore importante. Une nette amélioratiocon de
la purification est obtenue en chromatcgraphiant cette fraction
en CLHP sur colonne du silice greffée en C;g (figure 28). A ce
stade, la concentration en esters méthyligques des deux acides

gras s'est averee sufflsante .pour permettre une analyse

structurale en spec*rometrle de masse.

La teneur en linoléate de méthyle, d'aprés l'analyse en
chromatocraphle en phase gazeuse, est environ dOuble'de celle en
llnolenate de méthyle qu1 s'avére seul tox1que “in v1tro “pour le

P. arachldls
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Figure 27: Chromatographie en CLHP de 1a fraction P, (cf. fig. 21) sur une colonne de silice

- (3/8 x 30 cm) - Sy, dans le mélange Hx:Ae (65/35 v/iv). Détection UV A 280 nm; Débit: 2
ml/min. Les substances toxiques se trouvent essentiellement dans deux fractions appelées PoA et -
P,B. R
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Fzgum 28 Punfcanon en CLHP dc la fracnon (PZB contenant des substanccs forgxtoquucs cf.
figure 27) sur une colonne de silice gréfféc en CIS (511, 3/8' x 30 cm) dans le mélange
H,O:MEOH (50/50 v/v) avec 1% acide a,(;éUquc suivie par un gradxcnt de méthanol 50% 2 99%

€tabli en 20 min. Deux fractions fongitoxiques (indiquées par les fleches) sont éluées
respectivement 2 75% de méthanol (pic ayant un temps de rétention de 10,1 min.) et 4 87,5% de
méthanol (pic ayant un temps de rétention de 16,2 min.).
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CARACTERISATION

1°) CHROMATOGRAPHIE SUR COUCHE MINCE DE SILICE

Les caractéristiques du linolénate de méthyle en CCM sont:
Rg = 0,80 dans le systeme Hx:Ae:MeOH (50/50/05; v/v) et Rg =
0,44 dans le systéme Clf:MeOH (50/02; v/v); le spot se colore en
brun avec le réactif au SbCl; et en jaune avec le réactif a la

paranitroaniline.

2%y SPECTRE UV

Ce produit ne présente pas de fluorescence sous éclairement
UV & 254 et 350 nm. Le spectre UV dans le méthanol indique deux
pics d'absorption & 230 et & 286 nm, tandis que le spectre

différentiel ne revéle qu'un seul pic d'absorption & 285 nm.

3% SPECTROMETRIE DE MASSE

Le 1linolénate de méthyle a été d'abord identifié au
spectrométre de masse par le mode d'impact d’électrons: Mt 292;
m/z 261, 236,108,93,79,74,67,59,55 (figure 29).

NERMAS -/ S1DAR [100s 101
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Fxgure 29 Spectre de massc du Lmo énatc dc méLhy e étabh en impact él cctromquc (70 cV)




R B b e T e R

’ 123 )

Le p01ds moléculalre et . 1a p051t10n du systeme homoconjugué
1nsaturé ont été conflrmes ‘en utlllsant les CODdlt‘OnS CI-NO
(BRAUNER et -al., 1982): les ions diagnostiqués sont & m/z 322 ou
(M + NO}T, 236, 108. Le temps ‘de rétention éen chromatographie en
phase gazeuse est identique a celul ‘du - produit de s'ynthése

(Sigma, USA). La structure chimique de ce produit est présentée
dans la figure 30.

—— — — (CHQ 7COOCH 3

Figure 30: Structure du linolénate de méthyle.

4°) TESTS BIOLOGIQUES

Les tests d'inhibition de la germination de spores de P.
arachidis par le produit de synthése indiguent gque sa capacité
d'inhikbition varie entre 32% pour une concentration de 2541/ml et
plus de 90% pour 300Ug/ml (tableau 19), ce qui suggére une forte

activité fongitoxique du linolénate de méthyle (SUBBA RAO et al.,
1987 a).

. Concentration en Inhibition de la germination
lmolénatc de méthyle des urédospores
(ig/ml) (%)
25 32
50 e
100 ] 78
200 85

Tableau 19: Inhibition in vitro de la germination des urédospores de P. arachidis en fonction de
concentrations croissantes en linolénate de méthyle.
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_ Iyléiagit.essehgiellement de 1'hydroxy-3 octadécadien-10,12
oatglde.néthyle;dont les analyses en spectrométrie de masse
indiqﬁgntL_lq” prééence de plusieurs .isoméres. Dans les
échantiilons analysés, il s'accumule en moindres quantités de
1l'hydroxy-13 octadécadien—-9,11 oate de méthyle.

Avec le couplage CG-SM sur colonne capillaire chargée en
phase polaire CP Wax, les diénols sont é&élués a 220°C. Les
spectres de masse établis en impact électronigue indiguent une
masse MT = 310. Les principaux ions caractéristiques sont m/z 298
(M~-18), 185,155,153,97,95,83,81,79,69,67,55. Les isoméres de
lthydroxy-9 octadécadien-10,12 ocate de méthyle sont caractérisés
par Mt= 310, m/z 292,185,153,125,97;83. Les icns caractéristigues
de 1l'hydroxy—-13 octadécadien—9,11 oate de méthyle corfespndent a
m/z 292,155,99.

La figure 31 représente la structure de ces diénols.

0

OCH,

Figure 31: chréscnla.u'on schématique de diénols extraits de feuilles d'Arachide infectées.
Lhydroxy-9 oc(adécachc-n-lo, 12 cate de méthyle semble prédominant dans les extraits,

Les résultats de ces recherches en impact électronique sont
confortés, par. _ceux obtenus_”aptérieurement.,lors de la
détermination de diénols chez la tomate (VERNENGHI, 1985;
VERNENGHI et 'al.,1985, 1986) piuis  chez le 'palmier & huile




(VERNENGHI et al., 1987). Ces travaux s'appuyent également sur
les synthéses sélectives de différents isoméres de diénols et
leur étude spectroﬁétrique en CG-SM et en RMN (DUFFAULT, 1987).
Ces systémes sont maintenant bien connus gréce'a 1l'élaboration de
méthodologies spécifiques mises au point par EINHCRN et al.,
(1987 a, b). Avec ces produits de référence, des spectres sont
également réalisés en ionisation chimigque (IC) soit par
l'ammoniac soit par le monoxyde d'azote. Les résultats des
analyses des produits naturels et des diénols (13~-0OH E,2) de
synthése (DUFFAULT, 1987) sont analogues. En particulier lors de
1'IC/NO se distinguent les ions (M + No)t = 340, Mt = 310, m/z
308 (M-2), 2%8 (M-18), 185, 155. La formation de l'ion (M~2)+ est
liée & la présence d'un alcool dont la réactivité avec le
monoxyde d'azote est connue pour deonner des produits dl'oxydation.
En IC/NH3 les ions caractéristiques correspondent a4 M + 18 = 328,
M* = 310, M + 1 = 311 ; m/z 293. |

La figure 32 indique les spectres de masge d'isomeéres de
diénols obtenus par synthése établis en impact électronique
(RAVISE, 1987; DUFFAULT, 1987).

Précédemment, des diénols de synthése, et ceux extraits de
tomate puis du palmier & huile, avaient subi des hydrogénations
catalytiques -~ avec de l'oxyde de platine dans le méthanol ou
avec du charbon palladié - et ont été transformés en triénes par
traitement au chlorure d'acétyle (VERNENGHI, 1985).

1°) CARACTERISTIQUES CHROMATOGRAPHIQUES EN CCM

Dans le systéme Hx:Ae:MeOH (50/50/5) les diénols migrant &
Rf:0,87-0,90 correspondent & des isoméres. Ces 1isoméres se
distinguent en formant également'deux bandes dans déS'éluants a
base d'hexane et d'acétate d'éthyle:

-~ Hx:Ae (5/1) Rf: 0,48 - 0,52

~ Hx:Ae (2/1) Rf: 0,65 - 0,67

Les diénols sont colorés en bistre foncé par le trichlorure
d'antimoine a saturation dans le chloroforme aprés chauffage a
110°C pendant 20 min. ' B o ' '
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Figure 32: Spectres de masse, en impact électronique (70 eV) de diénols de synthése (scan
378-361: hydroxy-13 octadécadien 9Z, 11E oate de méthyle; scan 389-362: hydroxy-9
océ,a(]jicadlen 10E, 12Z ocate de méthyle; Scan 431-418: hydroxy-13 octadécadien 9E, 11Z de
méthyle).

2°) FONGITOXICITE DE DIENOLS DE SYNTHESE POUR LE P, ARACHIDIS

D'aprés les tests de toxicité réalisés au laboratoire
(tableau 20), ce composé inhibe trés fortement la germination des
spores. Son effet inhibiteur est également trés net  sur la
croissance . du‘itubé. germinatif (des spores ~ayant réussies a
germer); & la concentration correspondant & 2,0 ug/ml,il;p:ovoque

1
une inhibition d'environ 50% de cette croissance, alors qu'a
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cette méme concentratlon son effet est nul sur la” germlnatlon des
spores. L :thlbltlonfde la germlnatlon des spores ‘est totale pour

une concentratlon de 10 pg/ml.

Concentration. - - Inhibition de la Longueur moyenne du
en diénol (en pg/mi) germination(%) tube germinatif (mm)

Témoin 0 0,21

0,5 3 0,18

1,0 4 0,19

2,0 0 0,11

5,0 74 0,03
10,0 100 0,00

Tableau 20: Effet du diénol de syntheése (hydrody-13 octadécadien-9, 11 oate de méthyle) sur le
taux de germination des spores et sur la croissance du tube germinatif des urédospores de P.
arachidis aprés 3 heures d'incubation & l'obscurité (moyenne pour 300 spores et 100 tubes
germinatifs). Note: Les concentrations sont surestimées, le composé ne s'étant pas entiérement dissous dans le

volume de méthanol utilisé comme solvant.

Les rechérches réalisées par VERNENGHI et RAVISE (1987,
comm. pers.) tendent a indiguer que les différents isomér'es
géométriques"déé'r;"l ";hydroxy—é octadécadien—lo,kl2 oate de méthyle et
de 1l'hydroxy-13 octadécadien-9,11 ocate de méthyle manifestent 1la
méme toxicité pour difféfents micromycétes in vitro. A noter que
en tant qu'agents fongitoxiques ces substances sont au minimum 20
fols plus efficaces que le linolénate de méthyle.

- - -
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. .. IIL.- CARACTERISATION D'UNE SUBSTANCE -
-FONGITOXIQUE:DE STRUCTURE: ALIPHATIQUE

'

Ce produit est extrait de la phase hexane & partir de tissus
de feullles infectées avec P. arachidis. Il s'agit du triester

butylique de l'acide propane-1,2,3(2 acétyl oxy)tricarboxylique.

En CCM ses caractéres chromatographiques sont les suivantes:
- systéme hexane:acétate d'éthyle (3/1) Rf: 0,45,
- systéme hexane:acétate d'éthyle:méthanol (60/40/01) Rf: 0,75.

Il est coloré en bistre par le trichlorure d'antimoine &
chaud.

En CLHP sur colonne de silice (3/8' x 30 cm) 1l est élué
dans la fraction hexane:acétate d'éthyle (100/20) avec un temps
de retention de 16 min.

La spectrométrie de masse en impact électronique indique un
ion moléculaire & MY = 402. La masse moléculaire a été confirmée

dans le mode IC-NH3 od les iorns M+H' et M+NH," sont observés
respectivement aux valeurs m/z de 403 et de 420.

En impact électrenique, les ions principaux correspondent a
m/z 329, 301, 273, 259, 217, 213, 185, 157, 139, 129, 102. L'ion
m/z 259 correspond a [M- (CH,COOR;) -CO0] . Le spectre de masse
établi en impact électronique'(figure 33) est identique a celuil
décrit dans la;littérature pbuf le triester butylique de;lfacide

propane-1,2,3 (2 éqéﬁfloxy)triéarboxylique:

. ORy
R, 00C~CH,~C (COOR; ) CHp~COOR;

ou :- Ry = C4H9 . et - -R2 == COCH3
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Figure 33: Comparéison entre le spectre de masse (en impact électronique) du triester butylique de
l'acide propane - 1, 2, 3 (2 acétyloxy) tricarboxylique (scan: 382-370) et celui du produit de
référence (scan: L 29506).

Des produits naturels trés proches, correspondant & l'acide

sou..a son sel de sodium, sont connus chez

tricarballylique’

1'Erable et_éhezrla_Bette:ave a sucre & l'état constitutif.

TEST" DE. FONGITOXICITE

Le produit”purifié en CG'préparative aun laboratoire des
mediateurs chimiques par C. -MALOSSE n'a pas pu é&tre éprouvé a

1l'égard du’ P. ‘arachidis. En revanche des tests de toxicité in
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vitro, en lames- & Concavité ont é&té réalisés pour ‘une souche de
Phytophthora para51tlca Pour une concentration de quelques
dlzalnes de Hg/ml de produzt inhibe, en 24 heurb, la cro:ssance
de la quasi totalité des hyphes; les fllaments surv1vant ont une

croissance environ 10 fois plus réduite que Celle du’ tém01n et

subissent ultérieurement une lyse cytoplasmique.

IV - IDENTIFICATION DE PHYTOALEXINES
DE NATURE PHENOLIQUE

1. HYDROXYSTILBENES

Ces substances scont citées par INGHAM (1976), KEEN et INGHAM
(1976), AGUAMAH et al. (1981l) comme étant des phytoalexines

produites par l'Arachide atteinte de cercosporiose.

Dans les expériences réalisées avec P. arachidis, ces
substances ne semblent pas s'accumuler A dfaussi fortes
concentraticns que celles menticnnées par les auteurs ci-dessus.

Le 3,5,4' trihydroxy-4 isopentényl stilbéne est décelé en

quantités non dosables dans les extraits a l'acétate d'éthyle de
feuilles infectées.

Les caractériéfiqués chromatograpbiques en CCM - Rf de 0,47
dans le mélange hexane:acétate d'éthyle:méthanol (60/40/01) -
concordent avec les données bibliographiques. Le produit
fluoresce en bleu sous lumiére ultraviolette (254 nm); il est
coloré en jaune par le réactif a la p. nltroanlllne Le spectre
UV établi dans le méthanol presente 2 plcs,‘respectlvement, a 290
et 330 nm, et des épaulements & 245, 310 et 340 nm.
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Ce pterogarpane est décrlt par STRANGE et al (1985) quL
l'ont décelé dans. les“ feu1lles d’ Arachlde 1nfectées par
Cercospora arachldlcola et par Phoma‘arachldzcola' Dans nos
essais, 1l est décelé & ltétat ‘de traces.

En CCM, il mlgre 4 Rf:0,55 dans le systeme chloroforme-
méthanol (100/02) et vire au jaune aprés traitement a la P.
nitroaniline. En spectrométrie dans l'ultra-violet, avec le
méthanol comme solvant, le pic principal se situe & 287 nm, des
épaulements sont observés a 228, 282 et 293 nm; ces données sont

conformes a celles de la littérature (BAILEY et MANSFIELD, 1982).

3. NONYL PHENOLS

Actuellement, trols isoméres de masse Mt = 220 sont
identifiés, 1ils se distinguent par leur pic de base et leurs

fragmentations en spectrométrie de masse.

Les nonyl-phénols sont extraits des tissus infectés par les

phases hexane et acétate d'éthyle. Les caractéristiques
chromatographiques sont

En CCM

- Rf 0,85 dans le systéme hexane:acétate d'éthyle:méthanol
(60/40/1),

~ Rf O,63§aén§ le systéme hexane-acétate d'éthyle (3/1).

Le ‘traitement par le trichlorure d'antimoine donne une
coloration brundtre aprés chauffage a 120°C. Le test phospho-
molybdiqueAdonhe une coloration bleue apres un bref chauffage.

En CLHP, sur colonne de 5111ce (3/8"x 30 cm) éluée par le'
mélange Hexane acétate g éthyle (9b/b) é l m]/mn,_le temps de‘
rétention est .de, 18 min.

Les spectres de masse établls en impact électronique sont

caractérisés par un pic de masse MT = 220. La formule brute
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correspond a CygHy40. Selon les. isoméreé',“'i;“vi‘i:"Lon\'?({'r';.‘iér_-joritaire
(,orrespond a m/z —135 (L:Lgure 34) ou a m/z _; 121 ré;ultant ‘de la
perte d'un adTCal alny;'_'—»(cri?_) CHB :d.pdlt-il._ﬁ.‘ l'ion
moléculaife. Les ions caractérﬂs_lques sont pr1nc1palemen51m/z

191 (M~CyHg), 149(M-CgHyq), 135(M-CgHy3), 121(M-CqHpg),. 107

(PP‘Cs}{l7)'
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Figure 34: Comparaison entre le spectre de masse (en impact élcctromquc) d'un nonyl-phénol
extrait de feuilles d'Arachide (scan: 138-134) presentant un pic de base 2 m/z 135, et ceux de
produits de référence, I'un étant un para nonyl phénol (scan L 15918) lautrc dlfférant par la
chaine Iatéralc (scan: L 15929). :
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La flgure 35 fournlt une représentation schématique de la

structure des” nonyl phénols, séns"présumer de la position de la
chaine latérale' probablement selon les ‘cas en ortho, méta et

para, “d'od trois’ 1comeres

OH
‘——40 Hy)gCHg

Figure 35: Représentation schématique de la structure des nonyl phénols, de formule brute
Cy5Hp40 de masse MY = 220. A noter que la position de la chaine latérale n'est pas déterminée.

Il existe une concordance rigoureuse entre le spectre de

masse, étali en impact électronique, du nonyl phénol a pic de
base 135 et

ceux .de deux nonyl phénols de référence (cf. figure
34) . :

Les nonyl phénéls”ont été obtenus par GC préparative et
testés _pour leur tox1c1te 1n vitro. en lame a concav1té pour le
P. para51t1ca (les spores de - C cladosporloldes germant mal dans
ces CODdlthDS) On note, pouL des concentratlonb lnférleures a
50 ug/ml, un blocagé de- la croissance des Fllamepts pendant 24
heures puis pendant quelques heures une élongation de quelques
dizaines de microns (pour moins de 1% d'entre eux) suivie d'une
lyse cytoplasmique généralisée.:
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Cette femllle 'de Droduit;s"se trouve dans la phase acétate

d'ethyle,'eTIe Sublb un début de puritlcatlon par cbromatographle

sur colonne atmosphérique de silice (voir figure 23).

Les ccmposés sont séparés en CLHP sur colonne de silice par
un mélange hexane : acétate d'éthyle (70/30) (figure 36); la
purification est poursuivie en CLHP sur colonne de silice greffée

en C;g éluée par un gradient en méthanol.

28 .« -

48

58

T 53,7687 -
8

CHROMATOGRAN ~ 1 nEMORIZED

Figure 36: Chromatographlc en CLHP de la fraction PIV [frachons 48-70, pméalablcmcnt isolées
par chromatographie sur colonne atmosphérique de silice (cf. figure 23)] sur une colonne de silice
(3/8' x 30 cm) - Sy, dans le mélange de Hx:Ae (d'abord. 100/0 puis par un gradient en acétate
d'éthyle - 70/30 v/v établi en 20 mm) Détcctxon UV é ?80 nm Débxt 1 ml/mm Lc ﬂéchc 1nd1que

la fractJon fong1tox1que
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- en CCM avec" le mélange le — MeOH (50 2) 'Rf O 22. Le spot
vire au'jaune ‘aprés traltement‘au trlcthLme d ant1m01ne et

¥ chauffage.
: -~ en CLHP avec élution d'abord par le mélange hexane:acétate
d'éthyle (100/0) suivie par un gradient en acétate d'éthyle
(70/30) &tabli en 20 min.(débit: 1 ml/min.), le temps de

retention est de 55 min;

2°) CARACTERISATION EN SPECTROMETRIE DE MASSE

Les études se sont avérées délicates et ont nécessité
l'utilisation du couplage de deux spectrométres de masse (SM-SM)
pour l'analyse des principaux ions.

Par CG-SM, en impact électronique se distingue nettement un
pic de base a m/z = 9%4. Les ions les plus caractéristigues
correspondent a m/z 85, 83, 71, 69, 57, 55, 43, 41. Certains ions
sont décelés sous forme de traces soit & m/z 182 ou m/z 196 et

168 ou encore a m/z 210.

masse M+18 correspondent aux ions 358, 372 et 386. Les masses
moléculaires sont confirmées par spectrométrie en ionisation de
champ avec le monoxyde d'azote qui, d'autre'part, interagit avec
les éthers et les, noyaux phenollques

L’ hydrogénatlon Latalythue est réalisée en présence d'oxyde
de platine dans le’ methanol, pendant une minute, a temperature
ambiante. Les’ prodults resultant de la reactlon ne sont pas
détectéSQ'Dlu81eurs hypotheses peuvent etre env1sagéesb Darmi
celles-ci: la formatlon, au cours de la réactlon d hydrogenolyse,
de prodults tres polazres adsorbes sur la colonne de CG,:ou bien
encore la formatlon de’ substances _tres volatlles et/ou
polymérisées. "_> . h - ‘_ - ‘ o

L’hypotheseijde<'la 'p&éééhcé' d'une “cha1ne. llnéalre
polyinsaturée. est[‘éearteefid”apfes' résultats des .reactlons

suivantes:

X
' Dans le mode ionisation de champ par l'ammoniac, des pics de
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- l'gpox] dation, pendant deux heures dans 1l'acide

métachloroperbenzylique en excéS, ‘ne provoque pas de changement

i

4'l‘ozonolyse, pendant une minute par 03 dans le mélange

dichlorométhane-hexane a la température de moxne 78°L, ne modifie

‘pas la structure.

La présence d'une fornction alcool primaire ou secondaire est

également a écarter, le produit n‘'étant pas modifié par le
traitement au chlorure d'acétyle.

La présence du pic de base m/z = 94 peut alors étre
interprétée comme résultant de la formation en phase gazeuse d'un

ion phénol dans la source (par exemple, le phényl octyl éther a

un pic de base m/z = 94). Ceci conduit & envisager deux

hypcthéses pour la structure de ces composés:

— un phénol substitué

- un phényl alkyl éther.

D'aprés la littérature, la premiére hypothése, celle d'un

phénol substitué est & écarter car le pic de base correspond &

a un
ion impair (figure 37). Par contre, dans le cas du phényl alkyl
éther de masse MT = 206, 1le spectre contient un pic de base a m/z

= 94 (figure 38).

Cette hypothése selon laquelle l'ion m/z 94 correspondrait a
une structure phénolique a été vérifiée par des expériences
réalisées par couplage de deux spectrométres de masse (couplage
SM~-SM). Ces meeures-ont été réalisées a 1l'aide d'un triple
quadripole sur spectrohetre.NERMAG R30-10C au laboratoire de
chimie orgaanue structurale en collaboration avec le Professeur
J.C. TABET de l’Unlver51te Plerre et Malre Qurle_—.Parls VI.
L'ion m/z 94 etant selectlcﬂne par le premJeL analyseur condult a
un soectre de decomp051tlon o sous COlllSiOﬂ en presence d'argon

~--identique & celui généré par l’lon moleculalre du phenol Comme
l'indique la fJgare 39, on observe la formation des ions
caracteristhues a m/z 66, 65;i55{‘39; 38(:2771 . |
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Figure 37: Spectre dc masse de référence (en impact électronique) d'un phénol substitué; noter le
pic de base impair. .
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Figure 38: Spectre de masse de référence
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(en impact électronique) d'un phényl alky! éther

présentant un pic de base pair.
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décomposition de l'ion m/z = 94 sélccﬁonnéparxc‘;)rcmxcr analyscur. On o ¢ la formation
d'ions caractéristiques & m/z 66, 65, 55,39,38 ¢t 2
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mentation . du Lphénol etflquf;perQ;t

' Les ‘spectres. de frag
naturel & pic’ de base m/z 94 - figure 40 sont strictement
/ s
superposables. -
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Figure 40:  Analyse par couplage SM-SM (en impact électronique), en atmosphére d'argon, de la
fmgnmnwnonduph&gﬂetdupmﬁuhnﬁMmléﬁcdeb%enﬂz=94

A partir de ces données analytiques; il apparait “une
relation de structure avec un phényl alkyl éther quoique la

structure de la substance élaborée par 1l'Arachide en rééction a

l'infection soit plus compleke,"Péﬁ ailleurs, en SM-SM, les
spectres de. collision des ions_pseddoﬁoléculéires m/z 358 et 372,
dans les conditions d'IC-NHj indiqqent;lé pfésénce:d'uné:chaine

hydrocarbéﬁéei"ié’fiéurefﬁI5dorréép6ndﬁadfspectiéjde"éélliéion de
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' 1'ion m/z 372 dans les conditions d'IC-NH3. ‘La présence d'ions
intenées-é’h/2357}fﬁlg 85 est;éﬁ,faVéuf de l'existence d'un

maillon hydrocarboné a longue chaine.
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Figure 41: Analyse par couplage SM-SM, dans le mode ionisation de champ par I'ammoniac, de
12 fragmentation l'ion m/z = 372 sélectionné par le premier analyseur. La présence d'ions intenses
am/z 57, 71 et 85 indique la présence d'un maillon hydrocarbone 2 fongue chaine.

L'hypothése la plus probable pour la masse moléculaire est

celle des valeurs m/z 340, 358, et 372, ces ions étant détectés

électronigque. La structure la plus compatible avec les masses
mentionnées est donc du type phénol-O-(CHjp),-O-phénol représentée
sur la figure 42, ou le nombre de carbones de la chaine
aliphatique peut prendre trois valeurs différentes: 11, 12 et 13.
Les structures qui en dérivent correspondent alors respectivement
aux masses M7 = 340, 354 et 368.

| Figure 4.2: Structure des alkyl bis phenyl éthers.

' sous forme de traces dans les spectres obtenus en impact
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.+ Enfin, 1l'analyse en CG}SM indigue. la présence de plusieurs
‘isoméres pour une méme masse moléculaire. Ceux-ci peuvent
S ' o, i ‘ U : :
s'expliquer dans certains cas par la présence d'une ou de

lusieurs ramifications.

V - PRODUITS FONGITOXIQUES NON IDENTIFIES

Parmi les substances accumulées en réaction & l'infection
par 1le P. arachidis (cf. tableau 21), nous décrivons

succinctement quatre preoduits en cours de séparation.

Caractére/Test 1 2 3a 3b 3¢ 4
Poids séc (mg) ,1 - 13 17,1 2,4 7,7
Test Clado. 1. 0,18 0,64 0,26 0,26 0,26 0,43
RE-Clf:MeOH(50:2) 2. 0,23
Test SbCI3 bistre-1. clair brun 0 0 0 jaune
: ‘ 2. foncée
Test DPN 0 0 0 0 G crange
Fluorescence (uv):

254nm: 0 0 0 0 0 0
350nm: oul oui 0 0 0 oui
Spectres{uv):
max-pH Acide: 231,5 am 272,9 nm 280 nm 280 nm 0 285,1 et
' 246,9 nm
max-pH Basique : idem idem 245,9 nm | 245,9 nm 242,9 et 295 et
2149 nm | 249,3 nm

Tableau 21: Caractéres chrom'atographiques et spectrométriques des produits partiellement purifiés, non identifiés.

1 : Provient de la phase insaponifiable; 2 et 3a~c : sont des substances apolaires diffusant dans 'hexane
(3a-c: sontdes isomeéres); 4 : est extrait dans la phase acétate d'éthyle.

1. SUBSTANCE ISOLEE DE LA PHASE INSAPONIFIABLE

-'.En fin d'hydrolyse ‘potassique, l'insaponifiable est ext{rait
parv"'"d'e' 'l'a4cététe d'éﬁhyle abrés ajustemeﬁt‘: du pH‘ é.\ 7. 'Aprés un
premié"r' fractionnement sur colonne atmosphérique de silice éluée
par. un mélange de chloroforme:méthanol (50/01 puis 50/10, voir
figure 23), la fraction toxique est purifiée en CLHP d'abord sur

colonne de silice avec le mélahge hexane:acétate d'éthyle (70/30)

TR et RS i A T T
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puisasﬁg égiéﬁﬁe dé siiiéé‘éféfféé'éhLCié éiuéé aQeéAGn gradient
de méthanol dans ung soiufi6n 3§é£i§§éjé?]._% (figure 43). La
fractioh_gégiqae mié;e en'ch a RE 0,18 et 0,23 dans le_systéme
chlorofofme;méthénoi”(50/2f} ces ﬁpots sont colorés en Dbistre
clair (Rf;O,ié) et foncé (Rf:0,23) 'par le trichlorure
d'antimoine. Le spectre établi dans l'ultraviolet ne révéle qu'un

plic d'absorption a 231 nm (tabkleau 21).

Figure 43: Purification en CLHP de la fraction toxiquc,. extraite de l'insaponifiable, sur une
colonne de silice greffée en Cyg dans le mélange de HyO:MeOH (50/50 v/v) avec 1% acide

acétique suivi par un gradient de méthanol 50% 2 99% établi en 30 min. La fraction ‘8" est
fongitoxique. ‘ - : :
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2. SUBSTANCES APOLAIRES ISOLEES DE LA PHASE HEXANE

En suavant une'progresSLOn sen51blemeneyv0131ne de ce‘le

appliquée a 1 1roavor1f1ab7e,“Jn groupe ‘de treis 1sowere° es*
obtenu en quantlte non neqllgeable et une substa jce & 1l'état de
traces'(tableau 21). Celle-ci migre a Rf:0,40 dans le systéme
Clf:MeOH (50/2),"elle est colorée en brun par le réactif au
trichlorure d'antimoine. Le spectre établi dans le méthanol en
ultra-violet révéle un pic & 273 nm qui n'est pas déplacé a pH
basique.

Les trois iscomeéres ont un Rf moyen de 0,26 dans le mélange
Clf:MeOH (50/2). Deux d'entre eux présentent en spectrométrie
dans l'ultra-violet un pic d'absorption & 280 nm, & pH basique

les trois substances forment un pic entre 243 et 246 nm.

3. SUBSTANCE EXTRAITE PAR LA PHASE ACETATE D'ETHYLE

Elle est obtenue dans la méme fraction que le produit

aliphatique insaturé de masse MT = 402 (figure 33).

La purification est réalisée sur une colonne de silice (3/8'
x 30 cm) - 54~ en CLHP; élution par un gradient Hx:Ae - 100/0 -->
70/30 v/v établi en 20 min); débit: Iml/min. Le pic correspondant
a la fongitoxicité est isolé puils rechromatographié sur la méme
cclonne, avec le systéme d'élution Hx:Ae - 70/30 v/v. Le produit
fongitoxique obtenu correspond au pic majeur (temps de rétention:
de 21,4 min). Ce. pilic n'est pas symétrique, 311 présente un
épaulement (temps de rétention: 20,6 min) indiquant la présence
d’'un contaminant De fait_une chromatogrdphle sur ~plaque de
silice revele l ex1stence de 2.taches - sous éclairement UV - (366
nm) . Le orodult majorltalre, de RF 0,43 cans-le systéme le MeOH
(50/2) f;uoresee a 366 nm. Il reaglt avec la p- nltrdnllene qul la
colere en orange Lanals qu' 11 ‘vire au jaune a chaud apres
rraltement par le trlchlorure d'ant1m01ne Le spectre ultraviolet
etabll dans le methanol 1nawque deux plCS l un a 247 nm, 1l'autre

a ?83 nm, faLblemenL deplacés & ph bablque (tduleau 21) .




VI - DISCUSSION

Les essals d'isolement et d'identification de produits
fongitoxiques ont conduit & la caractérisation d'une dizaine de
substances élaborées par la plante. La structure de certaines
molécules a été totalement identifiée, pour d'autres la nature des
isoméres reste & préciser. Enfin six composés ont été détectés
dont la structure reste & préciser. A l'exception de la
médicarpine et de certains hydroxystilbénes toutes ces molécules
sont décrites pour la premiére fols chez 1'Arachide.

Parmi celles-ci, le linolénate de méthyle présente une
activité fongitoxicité non négligeable envers P. arachidis (SUBBA
RAO et al., 1987 b). La molécule la plus active décelée jusqu'a
présent est cependant l'hydroxy-13 octadécadien-9,11 oate de
méthyle, qui semble environ 20 fois plus toxique que la précédente
(inhibition de la germination de 75% des spores pour une
concentration inférieure a 5 Hg/ml). Les autres substances
identifiées devront étre produites en quantités suffisantes avant

que l'on puisse les tester. Ce travail devra donc étre poursuivi.

L'intérét de la caractérisation des phytoélexines de
1'Arachide a été discuté plus haut. Rappelons que, dans lé cadre
de nos recherches, l'identification précise de ces substances
devra permettre d'en suivre la production au cours des différentes
¢tapes de la pathogénese afin de vérifier si elles interviennent
effectivementbéuhniveau des mécanismes de défense de la plante.
D'ores et déja il semblerait que certaines des phytoalexines
détectées chez l'Arachide existent chez d'autres plantes, Tomate,
Palmier A huile (TAQUET, 1985; VERNENGHI, 1985) ot leur

participation aux réactions de défense est reconnue.
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" CHAPITRE IV

ETUDE DE LA MODULATION

DES REACTIONS DE DEFENSE DE L'HOTE

'Nous avons décrit, dans les chapitres précédents,
différentes réactions de 1'Arachide & l'infection par P
arachidis, au niveau de la teneur en composés phénoliques totaux
et de la composition des extraits bruts telle gu'établie par
chromatographie en CLRBP sur colonne de silice.

Une maniere de vérifier l'intervention éventuelle de ces
substances dans les mécanismes de défense pouvait consister &
moduler, articificiellement, ces réactions, soit en les inhibant,
soit en les stimulant.

Pour cela nous avons utilisé trois techniques:

- administration d'AOA (acide G-oxyaminoacétique), inhibiteur
compétiﬁffv!de -la phénylalanine ammoniac lyase (PAL)
(MASSALA et al., 1980), enzyme clef de la biosynthese des
phénols de la ‘'série cinnamique intervenant dans la
blosynthése des lignines. ' :

- admlnlstratlon de tris —O éthyl phosohonate d'alumlnlum
(TbPA) Ce produluhest un fongicide 1nh1bant falblement la
cr01ssance des oomycétes.ln V1Cro mais possédant, en
revanche, de- “bonnes proprlétés préventives ou curatlves in
v1vo..;Outr9 »son.'actlon ‘dwregte en tant qu\agent

fong1c1de,‘7e TEPA pourrait moduler l'interface héte-
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parasite dans le sens d'une plus grande résistance.

~ prémunition: elle consiste & stimuler les mécanismes de
défense dfuné plante en- lu1 inoculant un agént non
pathogéne ou une souche peu agre551ve de 1l'agent pathogéne,
avant d'infecter la plante par le parasite lui-méme (ou
avant le déclenchement d'une épidémie au champ, KUC, 1583).
Dans le cadre de notre étude, nous avons utilisé Puccinia
sorghi, agent de la rouille du Mals, en tant gu'agent de

prémunition,

I - ESSAI DE MODULATION DES REACTIONS DE L'HOTE
PAR L'AOA ET LE TEPA

Deux séries d'expériences indépendantes [notées Exp. 1 et
Exp.2 comportant, chacune, deux dates de prélévement designées A:
arrét de traitment et prélévement aprés 5 traitements par 1'AOA
et 2 traitements par le TEPA; B: arrét de traitment et
prélévement aprés 8 traitements par 1'A0OA et 3 traitements par le
TEPA] ont été réalisées sur deux génotypes, l'un sensible (Local)
l'autre trés résistant (NC Ac 17080). Dans chaque cas, l1'effet de
17A0A et du'TEPAVa‘été vérifié sur la teneur en phénols-totaux et
sur 1' 1mportance quantltatlve de la fraction '' (estimée par sa
surface enreglstree a l'intégrateur) é¢luée en CLHP N;elon les
modalltes operat01res deja decrltes (Chapltre TI) ue traitement
par le ThPA est falt par depot au pled de la plante dans le cadre
de l experlence 1, tandls que la pulverlsatlon_follalre est
utlllsee comme methode de tralteﬁent pour l experlenhe 2 Au plan
ae la pathogenese, la modulatlon des reactnons de defense a été

mesuree par l effet de ces deux produ1tb sur les composantes de
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résistance (période d'incubation, péricde de latence, £fréquence

d'infection et diamétre des lésions; ces mesures n'ont &té faites
1

gque dans le cadre de l'expérience 2).

1. EFFET SUR LA TENEUR EN COMPOSES PHENOLIQUES

TOTAUX

La réponse de l'Arachide & l'application tant de 1'ROA que

du TEPA se caractérise par une grande hétércogénéité (tableau 22).

L'A0A, en particulier, gue l'on sait provcocguer, normalement, une

diminuticen du pool phénoligue dans les organes traités, n'a pas,
systématigquement, l'effet escompté. Dans l'ensemble, la
variabilité enregistrée ressemble davantage & . une variabilité

inter-plantes gu'a un effet «réel des substances chimiques

testées. Deux hypothéses peuvent étre proposées pour rendre

compte de cette situation: ou bien 1'20A n'agit pas parce que non
absorbé par la plante (cu appliguée en concentration
insuffisante), ou bien il n'agit que sur la synthese de certains
phénols et cet effet n'apparait pas au niveau de l'estimation des
phénols totaux. Il est possible également que l'application des

différents composés induise chez la plante une agression dont

l'effet perturbe les résultats.

2. EFFET SUR.ILA FRACTION '«

La méme’hétéfogénéité de la réaction de l’Arachide ekiste au

niveau de la fraction 'a'(tabledu»23§ Glonalement pour certalns

motifs son 1mportance quantltatlve croit tandls que pour- d autres'

elle décroit sans que, a ‘prlorl, 1'on_pulsse tlrel de ces
variations’ une régle générale Théorlquément, au m01ns dans le
cas du traltement par 1 AQA, la réponse tend vers- une dlmlnhtlon
de la surface de cette fraction.
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_ ' Phénols totaux (j1g/g.P.I)
Génotype |- Traitement Expérience 1 Expérience 2
A B A B

T 1580 1586 931 1262
T+ AOCA 1399 1572 1364 1175
T+ TEPA | 1235 1289 1128 821
Local I 2596 1402 926 943
[+ AOCA 1471 1514 953 1131
[+ TEPA | 1119 1304 1106 1123

[+ TEPA* | - ] . 1117

T 1938 | 1274 | 1105 950
T+AOA | 1515 | 1306 388 990
T+TEPA | 1381 | 1284 | 1124 706
NC Ac 17090 I 1364 | 1391 1439 935
I+AOA | 1843 | 1735 | 1216 625
[+TEPA | 1611 | 1528 502 1685

[+ TEPA* - - - 1486

Tableau 22: Dosage des phénols totaux dans des extraits bruts de deux

génotypes (Local et NC Ac 17090) soumis 2 des traitements différents.
- © Al prélévement aprés S traitements par 'AOA et 2 traitements par le TEPA;

. B: prélévement apres 8 traitements par I'AOA et 3 traitements par le TEPA. Début
~ de traitement: 6 j avant infection. Traitement AOA: tous les 2 j dépdt au pied de la
- plante (Concentration: 1,25 mg/25 ml par 2 plantes i.c., 0,005%); Traitement '

- TEPA: dépdt au plCd de la plante (Exp. 1), pulvematlon foliaire (Exp. 2) tous
les 6) (ConcentraUOn 5mg/25 ml par 2 plantes ie., 0,02%); 1+ TEPA*:
- traitement 2 double dose, i. €., IO mg/ 25ml par 2 p]zmtcs ou 0,04% déposé au
L plCd dcs plantes : :
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Surface de la fraction o'

Génotype | Traitement Expénience 1 Expénience 2
A B A B
T 40019 | 52141 37012 | 11910

T+AOA | 16299 | 60127 | 30177 | 13475
T+ TEPA | 31475 | 51118 | 44891 | 17401
Local I 63795 | 30876 18078 | 15295
I+AOA | 20571 | 23157 | 23089 | 20789
I+ TEPA | 22692 | 47903 | 33329 | 13839

I + TEPA* - - - 21444

T 19545 | 41775 | 26106 | 57377
T+AOA | 13096 | 31498 | 12982 | 81034
T+TEPA | 42452 | 13745 | 31538 | 57511
NC Ac 17090 I 20790 | 72074 | 50553 | 64774

I+AOA | 117237 | 52002 | 54468 | 47003
1+ TEPA | 38317 | 51615 | 37379 | 99150

A1+ TEPA* | - ; ] 20835

Tableau 23: Surface de la fraction '®X', mesurée en CLHP, de deux génotypes
(Local et NC Ac 17090) selon les traitements (cf. tableau 22). {Elution :
3 Hx: Ae:MeOH (90%) - 50/50/05; Détection : 280 nm; Débit : 1,5 ml/min}.
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L'analyse de l'effet des différents traitements au niveau

des pics individuells de la fraction 'O' est & peine plus
instructive. On _n_Q’t_e _r;éan_m'Qins‘, pour la (les) substance(s)
éluée_(;s;)_. au temps t = 2,1 mln—(flgurhe ;1;4; tébleau 24), une
diminution /‘ hbtable de la surface du pic sous 1l'effet de
l’applicat'io'n. de ‘l‘”AOA, et, au contraire, une augmentation suite

au traitement par le TEPA.

A | B
Traitement Local NC Ac 17090 Local NC Ac 17090
Surface | % Var. | Surface| % Var. | Surface | % Var. | Surface|% Var.

In 2545 | - | 2238 | - | 2196 | - | 8646 | -
In+AOA | 1347 | -47 | 2684 | 90 | 1820 | -17 | 4829 | -44

In+TEPA | 2251 -11 13327 495 5141 134 | 9014 4

Tableau 24: Surface du pic 'x' (caractérisée par un temps de rétention de 2,1 min) de la
fraction ™' selon les traitements et les géniteurs a deux prélévements (cf. tableau 22).
% Var: variation par rapport au motif 'In’ (infecté seul) considéré comme base de la
comparaison. (Données-Exp.2).

Figure 44: Diagramme d'¢lution de la fraction 'a' obtenu par analyse en CLHP d'un extrait de
feuilles d'Arachide parasitées. Les conditions d'€lution sont comparables 2 celles décrites dans le
tableau 23. Notez le pic (fleche) caractérisé par un temps de retention de 2,1 min.
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Un tel résult;t confirme 1l'hypothése gque nous avions
proposée précédemment selon laguelle les. réactions de 1l'hdte ne
se manifestent pas & un niveau global mais concerneraient des
substances bien précises. En d'autres termes, les traitements
effectués auraient pour effet de modifier la biosynthése de
quelgues composés particuliers qui, eux, pourraient Jjouer un rdle
actif dans les mécanismes de défense de la plante; ces
modifications échapperalent aux investigations réalisées & un
niveau trop global. Il est probable gue cette situation prévalait
également lors l1l'étude des réactions de la plante a l'infection

ou de celle des réactions différentielles suivant les génotypes.

3. EFFET SUR LES COMPOSANTES DE RESISTANCE

L'influence de 1'ACA et du TEPA sur les compcsantes de
résistance (Période d'incubation, Période de latence, Fréguence
d’'infection, Diamétre des lésions et % de Lésions nécrosées), a
été mesurée sur des feuilles du 3% rang foliaire; les traitements
ont été effectués sur plante entiére (& raison de 3 répétitions

par traitement).

Les résultats de cette expérimentation sont exposés dans le
tableau 25, et oﬁt,été soumis a une analyse statistigue (analyse
de wvariance a tfbis. dimensions; analyse de wvariance
bidimensionnelle pour % LN) dans le but de mettre mieux en
évidence l'effet du TEPA et de 1'AOA sur chacuné des composantes

de résistance des génotypes utilisés.



1°) RESULTATS

 :‘L}examen.du tableau 25 permet de dégager des conclusions a

plusieurs niveaux.

Génotype Local

Composanies de résistance**
Traitement P.T (jours) P.L (jours) E.1(Nb. 1és/cm2) D.L (mm)
A B A B A B A B
In (seul) 1 1 14 13 11,65 | 10,43 | 0,71 | 0,74
In + AOA 11 11 13 1267 | 1542 | 1535} 0,79 [ 0,85
In+ TEPA | 11,33 11 14 14,33 12,76 9,3 0,59 0,64
In + TEPA* - ]! - 15,33 - 9,72 - 0,75

Génotype NC Ac 17090

Composantes de résistance**

Traitement — P.l (jours) P.L (ours) F.1(ND. ¥s/iem?) D.L (mm) % L.N
A B A | B A B A B A B
In (scul) 21 22 27,3 27,67 3,67 4,53 0,71 0,66 42,1 50,2
In+ ACA | 23,33 20 28 25 6,17 6,83 0,74 0,6 40,9 70.9

In + TEPA 22 21,33 28,3 28,3 2,63 4,33 0,46 0,46 | 55,1 72,43

»

In + TEPA* - 22,5 - 29,5 - 2,13 - 0,44 . 64,03

Tableau 25 : Influence, de 'AQA ¢t du TEPA sur les composantes de résistance (P.1 : Période d'incubation;

P.L: Période de latence; F.I : Fréquence d'infection exprimée par le nombre de ésions par cm2; D.L : Diametre
des lésions; % L.N : Lésions nécrosées en pourcentage. **: valeurs moyennes de 3 répéuitions). A: Prélévements
aprés 5 raitements par JAOA et 2 traitements par le TEPA; B: Prélévement apris 8 traitements par AQA et

3 traitements par le TEPA; Début de traitement : 6 j avant infection; Traitement-AOA : tous les 2 jours

(25 ml 2 0,005% pour 2 plantes; Traitemnent-TEPA : tous les 6 jours (25mi ou 0,02% pour 2 plantes); Début du
comptage de 1ésions : 8 j aprés infection artificielle. *: Traitement par le TEPA A double dose apporté au pied

des plantes. : ’
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_ é) Effet sur les composantes de _résistahce:

LA

&) Traitement par 1'AOA:

L'administration de 1'AQA ne modifie pas sensiblement la
cemposante péricde d'incubation; en revanche son effet est
sensible sur la Période de latence (génotype NC Ac 17080) et,
surtout, sur la Fréquence d'infection gqui augmente de fagon
considérable chez les deux génctypes; enfin la composante
Diametre des lésions est elle aussi affectée.

Tous ces résultats indiquent que 1'AOA exerce un effet
dépressif sur les mécanismes de résistance conduisant & une
"fragilisation" de la plante vis & vis du parasite. Une donnée
qui nous semble aberrante est cependant a noter: l'augmentation
du Pourcentage de lésions nécrosées (NC Ac 17080; Prélévement R)
ne parailt pas s'inscrire logiquement dans le cadre de l'action

présumée de 1'AQA.

B) Traitement par 1le TEPA:

Ce traitement a pour effet de modifier 1la valeur des
composantes de résistance suivantes: Période de latence, Diamétre
des lésions et Pourcentage de lésions nécrosées (dans le cas de
NC Ac 17090). Sauf exception toutes les variaticns enregistrées
(par rapport aux valeurs des composantes de résistance observées
sur le motif:inoculé seul) témoignent d'un accroissement de la

résistance des'pléhtés traitées.
b) . Effet du gérotype

Lesléésaié précédents ont mis en oeuvre deux'génotypes 1'un
sensiblé_i(Locéld' l'autre résistant .(NC Ac 17090). Cette
difféféﬁéégde sehsibilité apparait Clai;eﬁént lorsqﬁe lfon
com?éfe;*jpouf. le'"motif témoih ‘(infection sans t;aitément
complémentaire), la valeur des différentes CéhpQSantési;de

résistance. Chez NC Ac 17090, et par rapport au comportement du




genotype Local la Période d'incubation et la Pério@e de latence

sont beaucoup plus longues, en revanche la Fréquence d'infection
est beaucoup plus, basse. Le Diamétre des lésions demeure
pratiquement inchangé.

L'appiication de l'un ou l'autre tralitement provoque,
qualitativement, le méme effet chez les deux génotypes. Cependant
NC Ac 17090, génotype 1résistant, semble réagir plus
vigoureusement que le génotype Local au traitement par le TEPA,
particuliérement en ce gui concerne la Fréquence d'infection et

le Diametre des lésions.
c) Modes d'application du TEPA

Le traitement de la plante par le TEPA par pulvérisation
foliaire souléve une question importante dans la mesure ou le
composé est un fongicide et que, par conséguent, la modification
des composantes de résistance pourrait témoigner, non pas d'une
réaction de la plante, mais plutdét dfune d'action directe sur
1l'agent pathogéne,

La fongitoxicité du TEPA pour P. arachidis est bien réelle.
Nos contrdles montrent qu'a la concentration de 50 pg/ml de
matiére active il provoque 1l'inhibition de la germination
d'environ 80% des spores et qu'il suffit d'une concentration de
20 pg/ml de ce produit pour réduire de moitié la vitesse de
croissance des tubes germinatifs (tableau 26 et figure 45).

Ces résultats nous ont conduit & tester un autre procédé
d'application qui consiste 3 verser au pied des plantes une
solution de TEPAQ(QS ml & 0,04% par pet contenant 2 plantes).

Les effets de ce type de traitement sont tout a fait
comparables a ceux enreglstrés pour un traltement foliaire. Si
l'on con51dere que la migration du TEPA a l'intérleur de la
plante est falble et que sa concentratlon ne oépasse pae 10 Hg
par gramme de tissus frais (RAVISE, comm, pers ), il faht alors
admettre ‘aue les_ modlflcatlons observéeo _au_ nlveah des
composantes de ré51stance ne Qonr pas é attrlbuer a une actlon

dlrecte du TEPA sur le pard51te (dans le cas d'un Lraltement au

nlveau rac1na1re)
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20 ”

30 26

30 82

100 88,5

150 99,5

200 99,9

250 100

300 100

Tableau 26: Inhibition (%) de la germination de

P. arachidis en fonction de la concentration en TEPA.

10 pg/ml 20 pgiml

30 pgimi

Traitement / Concentration du TEPA

Figure 45: Inhibition in vitro de I croissance du tube germinatif de

P. arachidis en fonction de la concentration en TEPA.
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Source de |degréde| - ‘Période d'incubation (PI) Période de iatence (PL) Fréquence d'infection (FI) Diametre de lésion (DL) -

variation | liberté | *SCE™ == CM~ F P - | SCE CM F P SCE CM F P SCE CM F P
A (trait.) 2 0,054 0,027 0,02 | 49032 | 2,4516 | 2,38 | <0,50 | 32,135 | 16,068 | 9,9 |<0,10} 0,097 0,048 | 32 {<0,05
B (Prél.) 1 0,924 0,924 | 0,75 1,0981 | 1,0981 | 1,07} <0,50 | 0,089 0,089 0,06 0,0002 | 0,0002 | 0,13

C (Gén)) 1 334,224 |334,224|271,95 <0,005/581,995| 582,995 | 567 {<0,005] 178,256 | 178,256 | 109,83 <0,01] 0,0397 | 0,0397 {26,43| <0,05

AxB 2 2,348 | 1,174 | 0,96 1,8007 | 0,9004 | 0,88 0,428 | 0,214 | 0,132 0,002 | 0,001 | 0,66
AxC 2 0,0184 | 0,009 | 0,01 0,1154 1 0,0577 | 0,06 2,141 | 1,071 | 0,659 0,009 | 0,005 | 3 |<0,25 @
BxC 1 0,5941 | 0,594 | 0,48 0,2214 | 02214 {0722 5977 | 5977 | 3,683 | <0,25] 0,009 [ 0,009 | 6 |<0,25

AxBxC| 2 2,457 | 1,229 2,0571 | 1,0286 3,246 | 1,623 0,003 | 0,0015
Totaux 11 3406195 592,191 222272 0,1599

Tableau 27: Analyse dc vanance (m—di}}mqpﬁonnelle) sur les composantes de résistance (P1, PL, Fl et DL) selon les traitements-A (Infecté-seul, Infecté+AQA, Infecté+TEPA),
Nombre d'applications-B (I.:5 traitements de I'AOA et 2 traitements du TEPA; 1 : 8 traitments de 'AOA et 3 traitements du TEPA), génotype-C (Local et NC Ac 17090)
et leurs interactions. SCE : Somme des carrés des ecart A la moyenne; CM : Carré moyen; F : le 'F de Fisher; P : Risque de ler espece.
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Source deldegré de Lésioné nécrosées (%)
variation | liberté | SCE CM F P

A (Date) 1 0,5764( 0,5764 | 14,16 | <0,005
B (Trait.) 2 0,50061 0,2503] 6,15 |<0,025

AxB 2 0,170510,0853| 2,1 | <0,25

Totaux 17 1,7356

Tableau 28: Analyse de variance (bi-dimentionnelle) sur
les 1ésions nécrosées (%) pour le génotype NC Ac 17090,
selon le nombre du traitements (cf. Tab. 27) et les
traitement lul méme (In-seul, In+ AOA et In+TEPA) et

et leur interactions. (SCE, CM, Fet P : ¢f. Tab. 27).

2°) ANALYSE STATISTIQUE

Ces résultats sont exposés dans les tableaux 27 et 28. 1Ils
suggérent

a) un effet significatif du traitement (2A) (AOA ou TEPA)
uniquement sur la composante de résistance Diamétre des lésions
(p < 0,05);_alo:s-que 1'on note simplement une tendance & un
effet positif de’ ce méme traitement (A) sur la Fréquence
d'infection (p £ 0,10) (tableau 27).

Un effet trés fort du traitement (B) (p < 0,025) et du
nombre d?épplication (A) (p < 0,00S) sur le Pourcentage de
lésionsinécfééées,ralors que lfinteraction (A x B) ne présente
qu'uné'téndanée poéitive (p < 0,25) sur cette méme compoéante
(tableau"ZSY.:i}H ) , ' . |

b)_-uhi’éffet;ffrés fort du ‘génotype (C) sur les quatre
compoééﬁtéé??(déja mentionné par -les travaux prééédenfs,
SUBRAHMANYAM et"al., 1983 a; SAVARY, 1986 ).
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c) L'interaction génotype (C) x traitement (A) ne deégage
gu'une tehdance pOSltlve sur- la composante Dlametre des lésions
(p < 0,25); conflrmatlon en est‘falte par l effet 51qn1f1catlf
du traitement (A ) ‘sur le meme pafamétre (p 0 05)

d) un effet non- 31gn1f1cat1f ‘du nombre du tralfement (B) sur
toutes les composantes. Par centre une "tendance & l'interaction
entre le nohbre'de'traitements (B) et le génofype (C) se dégage
des résultats pour la composante Diamétre des lésions (p <
0,25).

3°) INTERPRETATION DES RESULTATS DE L'ANALYSE STATISTIQUE EN
TERMES BIOLOGIQUES

Les quatre composantes étudiées interviennent a&a 4 étapes

différentes du déroulement de la pathogénése.

d—

PL >
FI¢——PI— “~—————— DL ———*
1 1 1 1 1
Infection Symptdmes OQuverture des - Développement
(taches pustules des pustules et
chlorotiques) sporulation

S$i l'on consideére que les composantes de résistances les
plus affectées(par les traitements par 1'AQA et le TEPA sont 1la
Fréquence d’infeetieh et le Diamétre des lésions, on s'apercoit
gue les étapes' "ciblées” 'se situent tout au début' de la
pathogénése et a la fln de. celle-ci. _ N L .

- L'effet - 1n1t1al porte sur le nombre de_ilésiens qui se
développent par unlte de surface follalre II est é&ident que
pour. une, densite determ:nee de spores deposees,ides varlatlons,
ctatlsthuement s1gn1f1cat1ves ‘du nombre de leslons produltes
Lnalquent,une actlon des produzts s01t sur-la germlnatlon des
spores#soit: sur ‘lax capac1t des spores gcrmees a pénetrer dans

les tissus de l hote L appllcatlon de 1' AOA tenoant a augmenter
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la valeur de cette composante, 1l. faut. admettre que méme les

génotypes sensibles procduisent un. (cu plusieurs) . composé(s)

capable(s) de: s'opposer au bon déioﬁléﬁéﬁt ~de ces étapes

initiales de la pathogénése. L'AOA aﬁrdiE b6ﬁ? effet de diminuer
la productioh”de ce(s) composé(s) .

A l'inverse;, le TEPA stimulerait leur biosynthése,
entrainant une réduction du nombre de lésions formées.

Une foils la pénétration effectuée, le processus pathogénigue
semble suivre un cours normal, ni la durée de la périocde
d'incubation ni celle de la période de latence n'étant trés
sensiblement affectées par les trailtements. Par contre, ceux-ci
agissent, toujours en sens inverse, sur le développement des
lésions et donc sur la production des spores susceptibles d'étre

a l'origine d'un nouveau cycle infectieux.

II - ESSAI DE PREMUNITION DE L'ARACHIDE CONTRE
L'INFECTION PAR P.ARACHIDIS

Deux génotypes (Local-sensible et PI 259747-résistant) ont
été retenus pour la réalisation de cet essai.

L'agent de ‘la rouille du Mais, P. sorghi, non pathogéne pour
l1'Arachide, a éﬁé“ttilisé comme agent de prémunition. Cette
expérience esﬁ cénduiﬁé sur plante entiére a raison de 4
répétitions’poﬁr chaque traitement. L'effet de la prémunition sur
le comportement de 1l'Arachide & une infection par P. arachidis a
été suiﬁiiéﬁfiaébx’type§’de‘mérqueurs:fmoléculaire (phénols
totauxf é£‘§aEhbgénique [composantes de résistance . (Période
d‘incubatign[fﬁé}ibde'de'latenCé; Fréquence - d'infection et
Diamétre'deé;léSiQnS)]. Les traitements suivants-ont é&té étudiés
pour chacun despgéﬁbfypes:" S R
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:ff“Téméin“l'plﬁhteS"éainés (Arachide) .
727 'Témoin' - planfes saines -(Mais) . .¢ R
3. Infection’pat- Pl arachidis seul” (Arachide)
4. Infection pariP. sorghi seul (Arachide)
Infection par P. sorghi seul (Mais): vérification de

-

1'agressivité de la souche sur la plante-hdte normale.
6. Infection simultanée par P. arachidis et P. sorghi

‘(Arachide)

7. Infection par P. sorghi, puls par P. arachidis 48 heures

plus tard [infection différée (Arachide)].

Le dénombrement des lésions est réalisé chague jour & partir
du 8% jour aprés l'infection artificielle. Les phénols sont dosés

sur les tissus prélevés 10 J aprés l'infection.

1. DOSAGE DES PHENOLS TOTAUX

Les deux génctypes réagissent de maniére opposée aux
traitements étudiés (tableau 28). En effet, chez le génotype

Local, on constate systématiguement une diminution de la teneur

en phénols (par rapport au témoin), tandis gque chez le génotype

résistant, ‘le taux de composés phénoligues augmente pour tous les

traitements, excepté chez les plantes infectées par P. sorghi

seul.

2. ESTIMATION- DES COMPOSANTES DE RESISTANCE
"”Léé réshltats;Concernan;;;'effeéggé ia pfémgnitioﬁ sur les

‘quatre composantes de résistance (période ‘d'incubation, période

- de 1atencé,\fréqqence'dfinfedﬁion et diamétre des lésions) sont

R g s G

“exposés dans, le tableau 30, L
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Tratement Teneur en iﬁhénols totaux
- Local . pP1 259747
Témoin - 1192 1063

Plantes infectées par:

P. arachidis seul 1061 1222
P.sorghi seul . 719 1024

P.a + P.s méme temps 846 1262
P.s48 havant P. a 1035 1161

Tableau 29: Comparaison de la teneur en phénols totaux
(1g/g.P.F) selon les traitements pour les deux génotypes
(Local et P1259747); Prélevement pour analyse: 10 j apres
infection par P. s et/ou P.a (cf. tableau 30).

Genotype : Local (sensible) iB ~ PI 250747 (Esistant)
Composantes de résistance
Traitement P.I P.L 1 DL P.I PL F1 D.L
P.aseud (t6moin) 9 13 11,5 0,77 14,6 18,12 1,9 0,68
P.a+ P.sméme temps 8,8 12,8 11,9 0,65 15,6 22 2,3 C,69
Ps48havantP. a 10,8 14,8 56 0,62 15,5 21 0,5 0,48

Tableau 30: Comparaison de composantes de résistance [PI: Période d'incubation (en jours); PL:
Période de latence (en jours); F.I: Fréquence d'infection (nombre de Iésions/cmz); DL: Diametre

des lésions (en mm)] selon les traitements (infecté par P.a: P. arachidis; P.s: P. sorghi oules
deux).

1) GENOTYPE LOCAL ( SENSIBLE)

D' apres ces resultata, l'Lﬁféct'ion' s'imultanée de P. sorghi
et P. arachldls semble n' av01r 4 effet que sur le Dlamétre des
lésions.. qul dlmlnue par rapport é la valeu1 enreglstrée en cas

4’ 1nfectlon par P. arachidis seul. L'infection d1fférée'
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(infection par P. sorghi 48 h avant l'infection par P.

arachidis) provoque, en revanche, une augmentatlon des valeurs de
la Pérlode d’incubatlon et de la Pérlode de latence ainsi qu'une
dlmlnutwon de' cel1es de la. Fréquence d 1nfectlon et du Diametre
des lé51ons L'évolutlon de toutes ces var:ables témoigne a 'une
augmentatlon de la résistance des plantes et donc d'un effet

positif de- la prémunition.

2°)y GENOTYPE PI259747 (RESISTANT)

Ce génotype réagit aux traitments 6 et 7 (infection
simultanée par les deux champignons et infection différée). Pour
les deux traitements, la réaction est caractérisée par une
augmentation des valeurs des Perlode d'incubation et de latence.
Par contre, les composantes Frequence d'infection et Diametre des
lésions évoluent de maniere différente suivant le traitement.
L'infection simultanée ne semble pas avoir d'effet sur ces
variables, alors que l'infection différée provogque une diminution
trés importante de leur valeur. Pour ce génotype, l'infecticn
préalable par P. sorghi induit une variation 'des différentes
composantes de résistance dans le sens d'un accroissement du
niveau de la résistance de ce génotype (déja naturellement
nettement plus résistant que le génotype Local).

Pour confirmer ces observations, une analyse statistique
(analyse de variance bidimensionnelle) a été ccnduite sur les
données correspondant & chacune des composantes (tableau 31). Il
en ressort: S _

*un effet Si@h;fiéatif du génotype (A) sur trois des
compdsantes~de réSistanCéT(Périodé d'incubation, Période de

‘latence et Fréquence d'infection) (p < 0,001) et une

tendance p051t1ve sur la compoeante Dlamétre des lésions

(p < 0,10). ' ;

% un effet non- 51gn1f1caL1f du traltement (B) sur la Péruode
Cogr 1ncubatlon mais 51gn1f1cat1f sur les autres composantes
(Pérlode de latence p <0, 001 Fréquence a’ 1nfectlon p <

0 05, Dlamétre des lé51ons Hb O 001) S -

Ty LAT s .- L B M R LT




\ — T o e ey S At e L et e
e e AR e R NN N

Source dejdegré dd Période d'incubation (P) Période de latence (PL) Fréquence d'infection (FI) Fréquence d'infection-Corripé Diamétre de 1ésion (DL)
variation | Jibené | SCE | CM F P SCE CM F P SCE CM F P SCE| CM | F P SCE | CM F P
A (Gén)) 1 1955 1955 82,5 [<0,001] 326,34 | 326.34 201,31<0,001{390,91 (390,91 41,9 0,00%2,933|2.933 41,9 {<0,001{0,027| 0,03 | 4,38 <0,10
3 (Trat)] 2 6,583 | 3,29 | 1,39 37,9381 18,969 | 11,7 <0,001| 78,1561 39,08 | 4.2 | <0 »0510,58912,295| 4,2 [ <0,050,139 0,07] 114 {<0,00%

AxD 2 50751 2,54 | 1,07 16,9381 8,469 | 5,2 |«0,02526,094| 13,05 1.4 10,19810,099 | 1,4 0,029]1 0,02 2,41 | <0,25
Variation -

ésiducl 18 142,57 2,37 29,‘188 1,622 167,71 9,32 1 1,268 0,07 0,109 0,01

}
Towur 23 2497 4104 662,86 4,988 0.304 -

Tableau 31: Analyse de vanance sur les composantes de résistance (P, PL, Fl, FI-Corrigé ¢t DL) sclon les génotypes (A) ct les wrois traitemen

. arachidis et P. sorghi cn méme temps, et par P. sorghi 48 h avant P. arachidis. (SCE, CM, F et P : cf. Tab. 27).

s (B) (Infection par P. arachidis seul,

Source defdegré de] — Pénode d'incubation (PI) Pénode de Tatence (PL) | Fréquence dinfection (FI) Diametre de 1ésion (DL
variation | liberé | SCE CM F P SCE{CM T F P SCE | CM F P SCET t™M F P

A (Gén.) 1 132,251 132,25| 45,49 [<0,001] 289 | 289 | 165 <0,001216,02{216,02{ 36,31 }0,001,0,012 0,012 | 2,44 | <0,25

B (Trait.) 1 3,063 | 3,063 | 1,05 6,25 | 6,25 | 3,57 | <0,10] 64,04 | 64,04 | 10,76 <0,0110,061| 0,061 {12,16]<0,005
AxB 1 5,058 | 5,058 | 1,74 [ <0,25| 2,25| 2,25 { 1,28 19,824(19,8241 3,33 1<0,10(0,013| 0,013 | 2,54 <0,251
Variation ' *
résiduel 12 34,88 | 2,907 21 1,75 71,394 5,95 0,056] 0,005

i Totawx 15 175,25 318,5 371,28 0,142

Tabieau 32: Analysc de variance sur les composantes de résistance
par P. arachidis ct P. sorghi cn méme temps, ¢t par P. sorghi

(P1, PL, FI ct DL) sclon les génotypes (A) et les deux traitements (B) (Infection
48 h avant P. arachidis. (SCE, CM, Fet P : cf. Tab. 27).
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‘* 1'interaction A x B est significative sur Péricde de latence
“(p.<.0,025); au niveau du Diamétre des lésions l'effet est
" beaucoup moins”net-(p < 0,25). :

éette analyse statistique, affectuée sur les données brutes,
a été reprise aprés ajustement de la wvaleur de la composante de
résistance Fréquence d'infection pour le traitement 3 (infection
par P. arachidis seul). Cet ajustement semblait nécéssaire dans
la mesure ou ce traitement avait été réalisé avec une dose
d'inoculum double par rapport & celle utilisée pour les autres

traitements. Seule la variable fréquence d'infection, recalculée

selon la formule, FI-corrigé = FI/FI' (ou FI: la valeur
individuelle; FI': la valeur moyenne de 4 répétitions du
traitement n®3) a été modifiée (tableau 31), elle seule étant er

effet susceptible de wvarier avec la dose d'inoculum (SAVARY,
1987) . '

I1 apparait ainsi que l'effet du traitement (B) est
‘significatif (p < 0,05) pour ce paramétre (Frégquence d'infection
-corrigé) . Afln de confirmer ce résultat, l'analyse a également
été menée sur les données concernant les motifs 6 et 7 (infection
simultanée et différée par les deux champignons) pour lesquels la
méme dose d'incculum (dose simple) est utilisée.

Selon cette analyse (tableau 32), l'effet du génotype est
toujours significatif pour les 3 paramétres (Période
d'incubation: p < 0,001; Période de latence: p < 0,001;
Fréquence d'infection: p < 0,001) alors gqu'il n'existe qu'une
tendance pour la paramétre Diamétre des lésions (p < 0,25).

Par contre, 1'effet du traitement est significatif sur la
Fréquence d'infection (p < 0,01) et le Diamétre des lésions (p
< 0,005), et une forte tendance existe pour la Période de
iatence'(p < 0,10). '

Quant ‘A l'interaction,’ génotype x traltement,feilelﬁehd a
etre 31gn1f1catlve sur la Période d'incubation (p < 0,25), la
Fréquence d'infection (p < 0,10) et le’ Dlamétre des lééions'(pf

O 25) | - - o ) . -

Cette seconde analyse statlsthue des résultats conflrme_

donc nos précédentes conclu31ons
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En résumé, l'Arachide  réagit de  maniére hautement
significative & 1ll!infection par un  agent ~non:‘pathogéne.” Ce
traitement a;pour'effet dtaccroitre la résistance des plantes
ainsi traitées, qu'elles appartiennent & un génotype sensible ou
résistant. Cependant, les individus appartenant & ce dernier
génotype réagissent mieux {(plus rapidement et plus intensément)

au traitement.

II1 - DISCUSSION

2u cours des expérimentations décrites dans les chapitres T
et II, nous avons tenté de vérifier l'effet de l'infection sur
différents constituants chimiques des tissus héte et d'en déduire
le rb6le de ces composés dans la pathogénése. Les essais décrits
dans le présent chapitre visent le méme objectif tout en mettant
en oeuvre la procédure inverse: modifier, par des traitéments
artificiels appropriés, la capacité de synthése de certaines
substances fongitoxiques par la plante ou, plus globalement, ses
capacités de réaction et vérifier l'effet de ces traitemehts sur
le déroulement de la pathogénése. |

Dans i'ensemble, ces traitements n'ont qu'un effet limité
sur le taux de phénols des feuilles, alors gque l'un d'eux au
moins, le traitement par 1'ACA, (inhibiteur notamment de la PAL),
est considéréféomme limitant trés efficacement la biosynthéée de
ces composés. Cette absence de réponse de la plénte nféstipas
liée & une inéfficacité des traitements (produits non abgo#bés,
dose ou. frégquence d' appllcatlon non adaptée e ) puisqué

1'Arachide reaglt a1n51 qu'en tém01gne la mod1f1Catlon notable de
certains facLeurs de re31stance Il est plus vralsemblable, cpmme
nous 1l° avons' déja soullgne, que l 1neff1cac1té ne SOit
qu apparante dans la mesure ou seule la blosynthese de certalnes
substances (pas necessalrement majorltalres en regard du taux

g‘obnl de composés phéno7tques présents dnpa la pJante) seralt
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affectée. par.-le traitement.- Le "sens” de variation est celui
~auquel-; on:-s'attend: accroissement .'de la résistance apres
.traitément“parrle.TﬁPA et la prémunition, diminution dans le cas
‘de:l'application de 1'AOA. Cette.derniére réponse laisse supposer
que . des composés phénoliques 'sont bien impliqués dans la

résistance de l'Arachide.

La littérature suggére deux modes d'action différents
attribués au TEPA.

1.Une action indirecte (VO-THI-HAI et al., 1979; BOMPEIX et
al., 1980; RAYNAL et al.,1980; GUEST, 1984; KHAN et RAVISE, 1985)
en stimulant les réactions de 1l'hoéte.

2.Une action directe sur 'agent pathogéne lui-méme par
inhibition de la croissance du champignon (COFFEY et BOWER, 1984;
FENN et COFFEY, 1984; 1985).

Dans le cadre de nos études nous avons observé que les deux
modes dfactions peuvent coexister lorsque le traitement est
effectué par pulverisation foliaire; en revanche, il est procbable
que seule l'action élicitrice ou stimulatrice des mécanismes de

défense se manifeste (ou prédomine) en cas d'application au

‘niveau des racines.

En ce .qui concerne la prémunition, l'effet de ce phénoméne
est toujours variable sur la teneur en phénols totaux. Par
contre, son effet sur les composantes de résistance est net.
L'infection 31multanée est moins efficace que l'infection
différeée. Cependan les deux traitements conduisent a une
augmentation de la résiétance dés plantes, quelles appartiennent
a un génotype sensibles ou ré31stant, et tém01gnent donc d'un
effet p031t1f de la prémunltlon Cec1 1mp11que que ltactivité de
1! agent pathogéne est réduite par la prémunlblon. Ici encore
dlvers méhanlsmes sont proposés pour: expllquer 1’ effet de la
prémunltnon'_h_ , o

' Dans le cas du coton HILLOCKS (1986), _estime que  la

prémun1t10n-1ndu1rala‘une occ¢u51on vasculaire empéchant la
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progreSblon du champlgnon dans les va*saeaux Chez la tomate,

'est une réaction de type hyperben51ole qu JoueraWt un rdle
T important dans la . résistance  des planteb‘ premunlsées a
§? l'infection par Phytophtbora 1nfeatans (HELLbR et GESSLER, 1986).
Enfin, une nécrose du ph1oéme extérleur est associee au phénomén
e de prémanlulon chez le tabac infecté par Peronospora hyoscyam1
% f. sp. tabacina (COHEN et KUC, 1981).

Le phénoméne de prémunition est également observé chez les
plantes atteintes de rouille [ (YARWOOD, 1954, 1856; LITTLEFIELD,
1869; KOCHMAN et BROWN, 1875) cités par KUC, 1983]j. D'aprés ces
auteurs, 1l serait basé sur: ,

- l'émission de substances gazeuses produites par le
non-pathogeéne et inhibant la germination des spores du
pathogéne proprement dit {(YARWOOD, 1856;.

-~ 1l'intervention d'une phytoalexine et un blogquage
mécanique (LITTLEFIELD, 1969) de la progression du
parasite.

- le bloquage du site de pénétration (KCCHMAN et BROWN,
1975) .

Nous n'avons pas verifié les mécanismes impliqués dans 1la
pPrémunition dans le cas du couple Arachide-P. arachidis. Cet
aspect mériterait d'étre approfondi pour confirmer ou infirmer

les mécanismes proposés.

Nous avons vu que les différents traitements n'avaient
d’incidence que*sur quelgues uns des facteurs de résistance, et
que la réponse d?uh'génétype résistant était plus vigoureuse que
celle d'un génotype sensible. On était néanmoins en droit de se
demander quelle importance réelle les variations enregistrées

pouvaient revétir au plan du développement. d'une épiphytie.

Nous avons téhté de répéndfé‘a_cette questiph_a lfaige du
modéle de simﬁlation,dynamique_de la‘roUille_derl'Arachidek'mis
au point au. Laboratoire ,(SAVAR¥f_.19§§iL§¥987L, soumis'  pour
publication)wet-qﬁi.permet:._ S e
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’F- d ef ectuer la synthese des donnees épldemlologlques

>expér1mentales ",
' * d évaluer l :meortance "des ‘différentes composan\_es de
re51stance' (ZADO:(S, 19727 a; PARLEVLI“T, 1975) dans le

developpemept des éplphytlps (1ntens;Lt‘e globale cumulée) .

- Niveau de
VCLAT VCIEFF VCSPOP | 1épidémie
(% X jours)
0,75 0,815
0,75
1 1,184
1,33
0,75 1,182
1
1 1,878 :
0,75 4,076 ;
0,75
1 6,602
1
0,75 6,567
1
1 9,192

Tableau 33: Résultat-type de l'application du modele prenant en compte trois
composantes de résistance (YCLAT: Période de Latence, VCIEFF: Efficacité
des Infections, et VCSPOP: Intensité de la sporulation. Pour chacune des
composantes deux niveaux ont été testés respectivement: 1 et 1,33 pour la
période de latence, 1 et 0,75 pour les autres composantes. Pour la Période de
latence la valeur x=1 caractérise un génotype sensible (Local), les valeurs x>1
(augmentation de 1a période de latence) caractérisent une augmentation de la
résistance. L'inverse est vrai pour les deux autres composantes.

Le tableau 33 presente un résultat- typfs de l'application
du modele prenant en compte Lr01s composantes de résistance:
Efflcac:Lte des :Lnfectlons, Perlode de latence et Intensité de la
sporulatlon Pour chacupe de ces composantes deux niveaux ont été

testés’ respectlvement 1 et 1, 33 pour la Période de latence, 1 et




0,75 pour les autres composantes, afin de déterminer 1l'effet
d'une variation gquantitative des composantes sur l'ampleur de
1'épidémie. Pour la Période de latence la valeur x=1 caractérise
un génotype sensible (Local), les valeurs de x>1 (augmentation du
temps de latence) caractérisent wune augmentation de la

résistance. L'inverse est vrail pour les deux autres composantes.

Le niveau de l'épidémie est exprimée en "Pourcentage X Jours".

Les résultats de la simulation proposée (tableau 33)
montrent trés clairement l'existence d'une hiérarchie dans
l'importance des composantes de résistance en regard de leur
effet sur les épidémies. Ainsi, un accroissement de 33% de la
seule composante Période de latence induit une diminution de
l'intensité cumulée de 1l'épidémie par un facteur 5; une
diminution de 25% de la composante Efficacité des infections en
provoque une réduction de 30 a 35% ...

Sur ces bases nous avons tenté d'interpréter en termes
épidémiologiques les données expérimentales rassemblées dans le
tableau 25. Les composantes de résistance évaluées dans le cadre
de la présente étude (Période d'incubation, Période de latence,
Fréquence d'infection et Diamétre des lésions) ne correspondant
pas parfaitement avec celles prises en compte pour la
construction du modele de simulation, nous avons effectué les
correspondances suivantes:

* Fréquence d'infection <--> Efficacité des infections

* Diamétre des lésions <--> Intensité de sporulation

Enfin, le modéle.de simulation ne permettant pas de simuler
un accrolilssement du niveau de sensibilité du génotype Local
considéré comme représentatif d'un état de sensibilité maximal,
nous avons arbitrairement considéré le motif "plante infectée at
traitée par 1'AOA" (cf. tableau 25) comme représentant cette
situation pour le génotype considéré. Il en découle, par exemple,
que le’ génotype Local infecté doit étre considéré comme
manifestant un niveau de résistance supérieur & celui de cette
méme variétédyant subie un traitement par 1'AOA. Les valeurs des

composantes de résistance correspondant & ce motif ont été notées



=1 (a 1! except*on de la Période de latence de NC Ac 17090 notée
‘1,33): et les ‘différentes autres valeurs ont été recalculées en
_conséquence ‘Le tableau 34 rassemble les données transformées de
maniere a les rendre interprétables par ‘référence a celles du
tableau 33

Traitement Prélevement Local NC Ac 17090
(A/B) LP IE SP LP IE SP
_ A 0,97 0,98 0,93 0,89 0,91 1,23
" Inoculé + AOA
B 1 1 1 1 1 1
Inoculé seul 0,94 0,7 0,85 0,9 0,6 1,14
A 0,91 0,81 0,69 0,88 | 0,38 | 0,76
Inoculé + TEPA
B 0,89 0,59 0,75 0,88 0,7 0,76

Tableau 34: Données transformées 2 partir du tableau 25 pour permettre une correspondance
avec les données du tableau 33. Les valeurs indiquées en caractéres gras sont les seules dont
'écart (par rapport a 1) est considéré comme significatif. Prélévements A: Arrét traitement 5j,
B: Arrét traitement 10j, apres infection artificielle.

¢
_ L'lnterprétatlon tient également compte des restrictions
sulvantes que nous. nous sommes 1mposées o
_  .a) Les varlatlons inférieures. a 20% sont con31dérées comme
non- 31gn1f1cat1ves (variances élevées) _ R

,b) Les varlatlons 31gn1f1cat1ves, qﬁelles”qﬁéusoit_leur
amplltude réelle, sont llmltées a ?5% e




~Sur, ces bases . les résultats, de la simulation indiquent
clairement que l'

bA et le TEPA nfé_f_fect_:_ent_ significativement que
les cumpObantes arrlcac1te des infections et Intensité de
sporulation.

la
Au plan guantitatif et par référence aux données de

la simulation (tableau 33), l'intensité cumulée des épidémies a
pu étre évaluée pour les différentes situations testées et

l'effet des différents traitements en a été déduit (tableau 35).

% intensité | Varation (%) | Varation (%)
Génotype Traitement de par rapport par rapport
I'épidémie In+ ACA In (seul)

In+AOCA 9,19 - (+) 40
Local In (seul) 6,57 () 29 -

In + TEPA 4,08 (-) 56 (-) 38

In + AOA 1,88 - (+) 59
NC Ac 17090 | In (seul) 1,18 ()37 .

In + TEPA 0,81 (-) 57 (-) 31

Tableau 35: Intensité comulée de I'épidémie pour les différentes traitements
testés et variation par rapport aux traitements indiqués.

Ainsi, par rapport au traitement par 1'AOA, l'absence de

traitement et le traitement par le TEPA auraient théoriquement

pour effet de rédui_rre__.'l’i_ntensité cumulée des épidémies de 37% et

57% chez le génotype résistant (NC Ac 17090); de 29 et 56% chez

le génotype sensible_. Si l'on examine l'effet de 1'AOA et du TEPA

par rapport. a la plante non-traitée

(maniére plus__Aconfwormiste
d'interpréter les. résultats),

il apparait_ que . le.traitement par
1'20A indi)irai’t__._;un accroissement de l'intensité de. 1l'épidémie de

58% chez NC.. Ac 17090 et de 40% chéz le génotyDe sensible; tandis.

1ntensxte de 31% et 38% environ, respectlvement chez NC. Ac 17090

et Local. Ces estlmat_lons ne sont qu indicatives; néanmoins, dans




;
355

BT

I‘t‘ 37

s

172

la mesure ou le modéle de simulation dynamique repose, pour la
détermination desl composantes de résistance et leur
guantification, & la fois sur ‘des données d'enquétes et des
données d'éxpériméntation, on peut estimer que cette

hiérarchisation des effets est fiable.

D'une maniére générale, une réduction de 30 a 50% de
1'intensité cumulée d'une épidémie n'est pas négligeable pour un
agriculteur, bien gqu'il puisse espérer des résultats plus
satisfaisants. Cependant, au~dela de ces données quantitiatives
illustrant l'effet potentiel de variations des composantes de
résistance sur l'intensité d'une épidémie, <ce sont les
informations guant & la stratégie & adopter pour la réduire qui
présentent le plus d'intérét. Ainsi, .l'accroissement de la
Période de latence conduit a une réduction considérable de
l'épidémie; la mise en oeuvre de techniques tendant & induire un
tel accroissement semble donc a priori la plus "rentable",.
Néanmoins, une stratégie visant & agir simultanément sur les
trois composantes les plus importantes donnerait également
satisfaction. En effet, des variations, méme modestes, du niveau
de chacune d'entre elles entrainerait une réduction treés
appréciable de 1’épidémie tout en évitant le risque inhérant &
l'utilisation de résistances mono- ou oligogéniques (encore que
chaque "composante de résistance" soit trés vraisemblablement
sous le contrdle d'un nombre élevé de génes et qu'il puisse

exister des corrélations entre certaines des composantes).

Dans le cadre de notre étude nous avons vu que la modulation
des réactions de défense ~de 1l'Arachide est non seulement
possible, mais encore qu'elle produit un effet sensible. Encore
conviendrait-il, pour en augmenter l'efficacité, de mieux cibler
cette intervention externe. En ce sens les recherches dans le but
d'acquérir une connaissance plus approfondie des conditions
d'é&licitation et de stimulation de la’ biosynthése des
phytoalexines par la plante et des modalités d'action de ces
substances en tant que facteurs de résistance devraient étre

PR

poursuivies.”
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CONCLUSION GENERALE

L'Arachide est une légumineuse d'importance capitale dans
l'alimentation de trés nombreuses populations des régions
tropicalesgs et constitue, pour certains pays, un facteur économique
majeur. Cette plante est soumise & des pressions parasitaires
dramatiques. Parmi les agents pathogénes, Puccinia arachidis,
responsable de la rouille de l'Arachide, est sans doute le plus
répandu et vraisemblablement le plus dommageable. ' D'ou l'intérét
gque suscite 1l'étude de cette maladie tant au niveau des
pathologistes et des selectionneurs qu'a celuli des Services de
Protection de cultures et ceci dans la plupart des pays des zones
arachidieéres,.

Des techniques de lutte existent; l'on connait, notamment,
des produits fongicides efficaces. Leur mise en oeuvre se heurte
néanmoins a des difficultés liées soit aux habitudes de culture
ancestrales des populations, soit surtout, & la rentabilité des
traitements. Dans ce contexte la solution d'avenir semble reposer
sur l'utilisation de variétés sélectionnées pour la résistance ou
la tolérance a la rouille. La encore des difficultés existent:
choix des variétés (des sources de résistance) pour éviter une
trop forte pression de sélection sur le parasite; éviter que la
sélection wvariétale ne conduise & un accroissement de la
sensibilité a d'aupres maladies importantes (Cercosporioses,
maladies d'origine virale)...

Pour le pathologiste et 1le sélectionneur il est donc
fondamental de bien connaitre les événements accompagnant la
pqthbgénése, en particulier ceux témoignant. d'une reaction de la
plante a l'agre351on parasitaire.

Chez les planres les réactlons de dé;ense sont trés variées;
elles consistent, no;amment, en l'édification de 'barrieres
mécanlques et de barriéres cnlmlques. Dang)ié'cas de 1l'Arachide

quelgues réactions ont déja été décrites par le passé. Ces
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coﬁnaissances resultent cependant davantage d'investigations
ponctuelles ou. seétorielles\.qué d'une é&tude générale. C'est
pourquqi»ncus.avonsd_dans un premier temps, abordé des recherches
sur une base relativement large afin de tenter d’acgquérir une vue
globale des phénoménes tout en sachant gque ce type d'analyse ne

saurait étre exhaustif.

Les observaticons histo- et cytochimiques de tissus infectés,
gqu'ils. soient prélevés sur des génotypes sensibles ou sur des
génotypes résistants, ne permettent pas de mettre en évidence un
renforcement net des parois cellulaires en réaction a l'attaque
parasitaire. Dans guelques cas, néanmoins, de la callose semble
s'accumuler. Par rapport & des tissus sains le taux de lignine et
de subérine ne varie pas ou peu. Ces observations devront
cependant étre complétées par des dosages chimiques et/ou
enzymatiques de ces polyméres, ainsi que par une analyse de leur

composition monomérique.

Des variations au niveau des pools protéigues et phénoliques
ont été enregistrées, toutefois sans que 1l'on’ puisse les relier
directement au niveau de résistance des différents génotypes
étudiés. Cette absence de corrélation pourrait résulter du fait
cque l'approche réalisée est trop globale.

Cette hypothése est confortée par les résultats d'analyses en
CLHP d'extraits de tissus qui révélent des modifications

importantes, gqualitatives et qguantitatives, de fractions

caractéristiqges_(désignées par d,ﬁ,T et §, correspondant a des
élutions, sur éolbnhé de silice, par des systémes de solvants de
polarité croissante). En effet, la comparaison entre les
diagrammes d'élution d'extraits de feuilles de génotypes sensibles
et'de?génotypes'résistants'(sainé et parasités) indique que
certaines des variations enregistrées pourraient étre corrélées
d'une part avec le niveau de résistance de la plante, d'autre part

avec ‘une’ réaction & l'attaque parasitaire. Ces différentes

- fractions sont elles-mémes complexes. Le nombre et 1'intensité des

"pics"-"'qui les composent sont variables et certains d'entre eux

semblent 1i&s aux capacités de réponse de 1'héte.




Sans. doute conviendrait-il d'affiner davantage encore les
tigations au niveau

N

techniques analytiques et d'effectuer des invest

moléculaire. Une telle démarche conduirait vraisemblablement &

l’obtention de résultats plus aisément interprétables.

Une approche similaire a été réalisée pour 1l'étude des
peroxydases en relation avec les caractéristiques génotypiques des
plantes et leur réaction & 1l'infection. La séparation en
électrophorese a révélé des modificaticns au niveau des spectres
iscenzymatigues suivant les différents motifs expérimentaux
{tissus sains - tissus parasités, génotypes sensibles - génotypes
résistants). Ces modifications, quantitatives et qualitatives,
semblent cependant mineures par rapport & celles enregistrées pour

d'autres couples héte-parasite.

Parmi les réactions des plantes a l'agression parasitaire,
l'élaboration de certaines substances, les phytoalexines, toxiques
pour l'agent pathogéne, est considérée comme un événement
important dans la pathogénése. Nous avons denc accordé une
attention particuliére & cet aspect des relations hdéte-parasite.

Les extraits de tissus parasités présentent une activité
fongitoxique variable suivant le génotype et le temps d’infection.
Une telle activité est également décelée, fréquemment, dans les
tissus sains. Cette observation souléve un probléme de
"terminologie"” étant donné gue le terme "phytoalexine” devrait
étre réservé & la dénomination générique des substances élicitées
suite a l'attaque parasitaire. La présence de substances
fongitoxigues dans des tissus sains implique que ces composés sont
préformés ou bien que les plantes-témoin ne sont pés réellement
saines. Cette derniere hypothése n'est pas purement académique
dans la mesure ou nous avons montré qu'un stress, l'abscission des
feuilles, provoqde l'accumulation de tels composés dans les
tissus, ceci en l'absence d'infection. Ce fésultat a;' par
ailleurs, pour corolaire l'obligation de s'adresser & du matériel
végétal infecté "sur pied" si l'on veut étudier le seul effet du

parasite sur les événements accompagnant la pathogénése.
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Le talt que la durée de mise en survie accentue la production

P

w::de phytoalex1nes sans pour autant modifier les composantes de

réSlstance dans le sens d'une plus grande résistance des feuilles
(on enreglstre,' au contraire, une augmentation de leur
sensibilité) soﬁléve une autre question importante: dans le cas de
lt'Arachide les phytoalexines jouent-elles réellement un rdéle dans
la pathogénése? La réponse n'est pas immédiate: 1le seuil
d'efficacité de ces compdsés peut ne pas étre atteint; le stress
dd au détachement peut entrainer des pertubations métaboliques
tendant & un accroissement de la sensibilité de la feuille,
accroissement non compensé par l'augmentation de la production de
produits fongitoxiques... Néanmoins, l'observation selon laguelle
les extraits de feuilles de variétés hautement résistantes ou
immunes présentent une fongitoxicité treés supérieure a celle des
autres génotypes semble indiquer qu'il existe bien une corrélation
positive entre production de phytoalexines et résistance. Notons
enfin qu'une augmentation de la toxicité, méme meodeste mais
précoce, est plus efficace pour contenir 1'évolution de
l'infection qu'une stimulation importante mais tardive.

Ces investigations, menées & un niveau ¢trés global
présentaient 1l'inconvénient majeur de masquer, pctentiellement,
des variations individuelles de la production de chagque composé
toxique (a supposer que le niveau global de la toxicité résulte de
l'action conjugée, éventuellement synergique, de deux ou plusieurs
substances). Il s'avérait donc indispensable de poursuivre cette
étude dans deux directions complémentaires: identification des
substances fongitoxiques et cinétigue de la production de chacune
d'entre elles (en relation, notamment avec le niveau de résistance

des génotypes et le déroulement de la pathogénése).

‘ Nous n'avons abordé que le premier aspect de ce travail en
tentant d'isoler les différentes phytoalexines élaborées par

l'Aféchide. Une étude préliminaire consistant en une analyse des

eXtraits de.tissus foliaires par. chromatographie en couche mince

sur plaque de silice (CCM) avait en effet mis en é&vidence
l ex1sfence .d'au moins six composés toxiques envers.Cladosporium
c;@dosporLOLdes, champlgnon communément utilisé pour effectuer le

test biologique. La mise en oeuvre de techniques préparatives pour
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la purification de telles substances. (colonne "atmosphérique” de
silice, séparation par CLHP sur support de silice ou de silice

, - _ ’
greffée en C,g) a conduit a l'isclement, avec un degré- de pureté
suffisant, . d'une 'quinzaine de molécules. La structure d'une

dizaine d'entres elles a pu étre déterminée par des spécialistes

de la chimie structurale. Quelques unes de ces molécules ont été.

identifiées pour la premiére fols chez l'Arachide (linolénate de
méthyle, dérivés diéniques d'acides gras hydroxylés, nonyl-
phénols, alkyl bis phenyl éthers...) d'autres correspondent & des
substances identifiées préalablement par d'autres chercheurs
(médicarpine, hydroxystilbénes). Parmi ces substances certaines ne
présentent pas de toxicité, d'autres, au contraire, inhibent non
seulement le développement du Cladosporium cladosporioides mais
également celui de Puccinia arachidis: germination des spores et
croissance du tube germinatif. Il en est ainsi pour le linclénate
de méthyle et 1l'hydroxy-13 octadécadien-9,11 ocate de méthyle dont
la toxicité est treés élevée. La toxicité d'autres substances a été
éprouvée sur Phytophthora; vue les caractéristiques générales des
phytoalexines, elle devrait également s'exercer a l'encontre de P.
arachidis. Les tests devront néanmoins &tre poursuivis pour
l'ensemble des composés identifiés.

Au-deld de 1l'intérét intrinséque d'identifier des molécules
synthétisées par l'Arachide, ces résultats sont treés précieux dans
le cadre de l'étude des interactions Arachide-P. arachidis. Ils
permettront en effet de suivre la production de chacune des
substances au cours de la pathogénése et en fonction du niveau de
résistance des. génotypes. Cette démarche devrait apporter une
réponse claifé guant a leur intervention effective parmi les

mécanismes de résistance de la plante.

Une maniére de vérifier cette participation c¢oénsiste a
modifier la biosynthése des substances supposées actives- et d'en
observer. 1'effet sur le déroulement de l'infection. La premiére
étape. a &té de rechercher l'effet de deux” composés chimiques,
1'acide O-aminooxy acétique (AOA) et le ﬁrig}p;étﬁilfbﬁbséﬁbhate

d'aluminium (TEPA), et celui de la prémunition (& l'aide de
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”EPbCCihia,sbrghi, parasite_du”maié mais non de l'Arachide) sur les
. composantes de- résistance de différentes variétés d'Arachide. Bien

‘ques l'action .de 1'A0A sur le métabolisme. des plantes soit

~complexe,. .ce. produit est principalement connu pour inhiber

- _compétitivement la PAL, enzyme-clef de la chaine de biosyntheése de

nombreux composés phénoliques dérivant de la série cinnamique. Le

TEPA est un produit fongicide possédant, en outre, la propriété de

stimuler 1les mécanismes de défense des plantes. Enfin 1la

prémunition conduit également a la stimulation de ces mécanismes.

De fag¢on trés générale, la réponse de 1l'arachide a ces
traitements est conforme & la théorie: diminution de la résistance
des feuilles traitées par 1'ACA (d'ou une tres forté présomption
en faveur de l'intervention de certains types de composés
phénoliques dans les mécanismes de résistance), augmentaticn de la
résistance de celles traitées par le TEPA et par P. sorghi. Ces
résultats sont importants car ils démontrent clairement, s'il le
fallait encore, l'aptitude de l'Arachide a répcndre positivement a
des stimuli. Dans les cas expérimentés, les réponses se traduisent
essentiellement par la modification de deux des composantes de
résistance: Fréquence d'infection et Diamétre des lésicns. Bien
que les modifications paraissent a priori modestes, la simulation
de leur effet sur l'intensité cumulée des épidémies (& l'aide du
modeéle de simulation dynamique des épiphyties de rouille de
l'Arachide mis au point au laboratoire par S.SAVARY) montre que
leur amplitude est suffisante pour, théoriquement, accroitre
(traitement par 1'AOA) ou diminuer (traitement par le TEPA) cette

intensité de 30 a 50% environ.

En ncus. cantonnant strictement dans le cadre de nos

.recherches, la possibilité, ainsi démontrée, de moduler
artificiellement le niveau de résistance .de..l'Arachide laisse

augurer favorablement de la possibilité d'identifier des composés

f,dériVés phénoliques, phytoalexines, polyméres divers - dont la

blosynthése est modulée en parallele; ces composés seralent donc

;potentlellement lmpllqués dans la pathogénése. o



Ce type 'd'investigation’ "devrait en conséguence é&tre

poursuivi; il pourrait conduire & l'élaboraticn de technigues
visant a stimuler lés mécanismes de défense de l'Arachide contre
l'un de ses principaux adversaires, Puccinia arachidis, ou méme
plus généralement contre l'ensemble de ses parasites. Enfin, des
phytoalexines pourraient servir de marqueurs & prendre en compte
au niveau des opérations de tri variétal.
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Puccinia-arachidis Speg., agent de la rouille de 1l'Arachide
(Arachis hypogaea L.) est un parasite foliaire majeur, sévissant
dans de nombreuses régions arachidiéres du monde. Les recherches
gue nous avons menées sur les réactions de la plante a
l'agression parasitaire réveélent qu'ad l'échelle cellulaire les
mécanismes de résistance ne semblent pas reposer sur un

renforcement des parois (lignification par exemple).

Au plan biochimigue on ne note qu'une faible stimulation de
l'activité peroxydasique lors de l'infection; par ailleurs les
variations quantitatives en protéines et en composés phénoliques
sont réduites et ne paraissent pas corrélées aux niveaux de
résistance des différents génotypes cultivés. Le pool phénolique
de ces derniers est cependant trés inférieur a celui des especes

sauvages hautement résistantes ou immunes.

L'Arachide synthétise une dizaine de composés fongitoxiques.
Parmi ceux-ci figurent des acides gras insaturés, leurs dérivés
oxygénés, un composé de structure alyphatigque, des nonyl phénols,
des alkyl bis phényl éthers, des hydroxystilbénes et des
ptérocarpanes (médicarpine). La structure chimigue de la plupart
d'entre eux a été déterminée.

Ces substéﬁcés_semblent étre préformées chez les génotypes
résistants, leur biosynthése est cependant stimulée par
l'infection. Une telle stimulation se manifeste également chez
les génotYpes qensiblés; elle est plus tardivé et d'amplitude
plus réduite que chez les génotypes ré31stants L'abscission de%
feullles, ainsi que leur mise en Surv e provoque 1! accumulatlon
de produits fonaltox1ques sans pour autant conduire a un
accroissement du niveau de ré31stanue de ce matériel végétal,
suggérant l'intervention de plusieurs types de facteurs dans la

résistance a P. arachidis.
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Enfin les réactions dedefenae de l'Arachide peuvent étre
modulées par l'application de substances chimiques ou par une
inoculation préalable par un agent non pathogéne (prémunition).
De tels traitements se répercutent au niveau des composantes de
résistance. Leur utilisation pourrait contribuer a élucider les

mécanismes physiologiques et biochimiques impliqués.

Mots clés: Réaction de defense, Phytoalexines, Mécanismes de
la résistance, Prémunition, TEPA, AOA, Puccinia

arachidis Speg., Arachis hypogaea L.




SUMMARY

Pucéinia arachidis Speg., causal agent of rust disease of
groundnut (Arachis hypogaea L.), is a major foliar pathogen in
most of the groundnut producing areas in the world. Studies have
been made of groundnut-rust interactions and their mcdulation by

means of chemical or biological agents.

The results obtained indicate that at the cellular level the
mechanisms of resistance do not inovolve cell-wall reinforcement,
while at molecular level, infection stimulates peroxidase activity
only to modest levels. Quantitative differences observed among
various génotypes (cultivated) 1in their proteiﬁ and total
phenoclic contents do not seem to correlate with their resistance
levels; however their total phenolic content was far less than

that of the wild species (highly resistant or immune).

Groundnut plants produce at least ten antifungal compounds in
response to infection; these include unsaturated fatty acids,
their oxygenated derivatives, an aliphatic compound, nonyl
phenols, alkyl bis phenyl ethers, hydroxystilbenes and
pterocarpans {(medicarpin). The chemical structure of most of these
compounds has been determined. These compounds seem to be
preformed jjx‘resistant genotypes and their biosynthesis 1is
stimulated by infection. Such a stimulatory response does exist in
susceptible genotypes, but is of smaller amplitude and is usually
delayed. Leaf detachment and its survival away from the plant
favour accumulation of éntifungal compounds. Nevertheless, such a
response does not seem to contribute towards an increase in
resistance leveis) sﬁggesting the'involvement of other factors in

the resistance mechanisms against P. arachidis.



184

It was found hat the deLgﬂbe -reacticns of the groundnut
plant could be modulaLed eltﬁe; by the application of chemical
compounds . (Fosetyl—-Al and AOA) or by cross—protection techniques.
Such treatments showed an effect on some components of resistance
leading to significant reductions in build-up of epidemics. The
investigation of such modulaulons would contribute to the
elucidation of physiological and Dlocnemlcal mechanisms involved

in host resistance.

Additional key words: Defence reactions, Phytoalexins, Resistance
mechanisms, Fosetyl-Al, AOA, Cross—-protection, Puccinia

arachidis Speqg., Arachis hypogaea L.,
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