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RESUME

L’analyse des nucléotides adényliques a été réalisée sur des feuilles de Capsicum annuum 1.., de variéiés sensible
et résistante, infectées par Phytophthora capsici ou élicitées par un inducteur systémique de résistance : le G, TA.
Les valeurs trouvées dans les plantes résistantes et sensibies sont a peu prés identiques. Dans les feuilles de la
variété sensible, ’élicitation et ’'infection provoquent une augmentation significative de tous les parametres,
excepté pour I’ADP. Le rapport ATP/ADP double. Dans les feuilles de la variété résistante, la stimulation est
moins importante et I'infection induit une diminution de chaque paramétre étudié.

Les résultats sont discutés en fonction de leur implication possible dans les mécanismes de résistance et de sensi-
bilité en réponse a 'infection ou a I’élicitation.

Mots clés additionnels : Phytopathologie, potentiel énergétique, facteurs de résistance.

SUMMARY

Adenine nucleotide analysis in pepper leaves during systemic induction of resistance (0
Phytophthora capsici L. and after inoculation with this pathogen.

Adenine nucleotide analysis was performed on susceptible and resistant leaves of Capsicum annuum L. infected
by Phytophthora capsici L. or induced by a systemic resistance elicitor G; TA. The values found in resistant and
susceptible plants were similar. In susceptible leaves, elicitation and infection provoked a significant increase of
all parameters, except for ADP. The ATP/ADP ratio doubled. In resistant leaves, the stimulation was lower
and the infection induced a decrease of each parameter studied. The results are discussed with respect to
their hypothetical involvement in the character of resistance and susceptibility to infection and elicitation.

Additional key words : Phytopathology, energy charge, defense mechanisms.

I. INTRODUCTION

La mesure de ’ATP et de ses précurseurs donne des
informations importantes sur l’activité métabolique
des organismes car les nucléotides adényliques sont
intégrés dans un systéme de régulation extrémement
complexe qui permet d’adapter la production de I’éner-
gie aux besoins de la cellule. Il est donc intéressant de
connaitre le comportement des nucléotides adényliques
des feuilles de piment de variétés sensible et résistante

au cours d’une induction systémique de résistance au
Phytophthora capsici ou aprés une infection par ce
méme pathogéne.

Les travaux réalisés ces dernieéres années sur ce maté-
riel ont permis de révéler ’apparition d’une résistance
de D'ordre de 80 p. 100 au niveau des feuilles
lorsqu’une induction a été préalablement réalisée au
niveau des racines (COULOMB C. ef al., 1983). Cette
induction non spécifique ne s’accompagne pas de pro-
duction de Capsidiol, phytoalexine de nature sesquiter-
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pénique synthétisée par le piment (STOESSL, 1982 ;
MOLOT ef al., 1984) mais entraine une augmentation
de la concentration en protéines totales parmi lesquel-
les certaines fractions présentent une activité peroxyda-
sique décuplée ; les activités phénylalanine ammonium
lyase et catalase sont également stimulées (COULOMB
C., résultats non publiés).

Aprés contamination par le Phytophthora capsici
Pactivité peroxydase augmente également dans les
feuilles des deux wvariétés mais davantage chez la
variété résistante ou de nouvelles formes moléculaires
apparaissent (COULOMB C. et Ph., 1984).

Enfin LORIENT & BOUNIAS (1985) ont noté une aug-
mentation significative de la teneur en glucides dans les
cellules voisines des assises cellulaires nécrotiques con-
cernées par la réaction d’hypersensibilité chez la variété
résistante.

Tous ces processus exigent une forte dépense d’éner-
gie soit pour compenser les prélévements effectués par
le parasite, soit pour assurer la mise en ceuvre des
moyens de défense. Deés lors, c’est en fonction des
potentialités génétiques de 1’hOte a intensifier la pro-
duction cellulaire d’énergie nécessaire a sa défense que
se manifestera I’efficacité de sa réponse. Cette énergie
est emmagasinée sous forme d’ATP puis communi-
quée aux sites biosynthétiques pour y étre réutilisée.

II. MATERIEL ET METHODE

A. Matériel

Le matériel végétal comporte 2 variétés de piment
(C. annuum) dont 'une est sensible (Yolo Wonder) et
P’autre résistante (Phyo 636) a un champignon patho-
géne, le P. capsici, responsable d’une maladie de type
« mildiou ».

— Les expériences d’induction de résistance (élicita-
tion) sont réalisées sur des plantes dgées d’un mois et
cultivées en terrines sur un mélange de tourbe et de ter-
reau désinfecté a la vapeur. Le systéme racinaire des
plantules est soigneusement rincé, essuyé puis immergé
pendant 48 h dans la solution élicitrice ou dans de I’eau
pour les témoins. La solution élicitrice G, TA est prépa-
rée selon un protocole décrit par MOLOT ef al. (1980),
a partir du milieu de culture de Trichoderma album.
L’induction de résistance est appréciée au niveau des
feuilles par dépdt d’une suspension de zoospores
(MOLOT et al. (1980)).

— Les infections sont réalisées sur des plantes agées
de 2 mois repiquées au stade des deux cotylédons, en
utilisant le mycélium de P. capsici, souche 15 A, agé de
8 jours et cultivé en boites de Petri sur le milieu L de
MESSIAEN & LAFON (1970).

Des pastilles de mycélium de 4 mm de diameétre sont
déposées au centre de la face supérieure des feuilles
préalablement blessées a l’aide d’une aiguille. Ces
manipulations sont réalisées dans des conditions asep-
tiques. Les plantes inoculées sont entourées d’une
enveloppe plastique qui évite la dessication et disposées
en chambre climatisée (22 °C éclairée 10 h par jour
8 000 lux, 38.4.10 erg/cm sec).

Aprés 3 jours d’infection, les dosages sont réalisés

sur les tissus foliaires prélevés en dehors de la zone de
nécrose.

B. Dosage des nucléotides adényliques

Le dosage enzymatique des nucléotides adényliques
est réalisé selon la technique de la bioluminescence
mise au point par PRADET (1967) puis SAGLIO ef al.
(1979). L’oxydation de la luciférine est la source
d’énergie de I’émission de lumiére. La vitesse de cette
oxydation est proportionnelle a la concentration du
milieu en ATP. Le dosage de ’ATP se raméne donc a
la mesure de I’intensité lumineuse observée lorsqu’on
met en présence un extrait végétal contenant ce com-
posé avec une solution de luciférine. A la fin du temps
d’incubation, les feuilles sont immédiatement préle-
vées, pesées et plongées dans ’azote liquide ; la fixa-
tion et ’extraction ont lieu a 0 °C en présence d’acide
trichloracétique (5 p. 100 W/V) qui est ensuite éliminé
par une extraction a ’éther. Les échantillons sont
stockés a — 25 °C. Les dosages sont effectués a I’aide
d’un biophotométre Pico-ATP (JOBIN & YVON). Le
signal lumineux est transformé en signal électrique
(enregistreur SEFRAM).

La hauteur des pics est calculée a I’aide d’un intégra-
teur Icap 80. Les valeurs obtenues sont comparées a
celles des étalons et la quantité d’ATP est calculée
aprés programmation (ordinateur PSI 80 Kontron).

L’ADP et ’AMP sont transformés en ATP en pré-
sence de pyruvate kinase et d’adénylate kinase.

En effectuant les trois dosages successivement et en
opérant par différence, on obtient la teneur de la solu-
tion en AMP, ADP et ATP. Les résultats sont expri-
més en nanomoles/g de matiére fraiche.

11I. RESULTATS

A. Influence d’une induction de résistance

L’analyse des nucléotides adényliques a été prati-
quée sur les feuilles de plantules 4gées d’un mois expo-
sées a la lumiére et d’autres maintenues a 1’obscurité.
Les résultats (tabl. 1) montrent que chez les plants
témoins, sensibles et résistants les quantités d’ATP et
d’ADP, et les valeurs de la somme des nucléotides sont
trés voisines. Ces valeurs sont plus faibles (de 30 a
40 p. 100) lorsque I’analyse est pratiquée sur des plants
maintenus a 1’obscurité.

L’élicitation provoque chez les plantules des 2 varié-
tés, qu’elles soient exposées a la lumiére ou maintenues
a Dobscurité, une augmentation significative des
valeurs de la quantité d’ATP, de la somme des nucléo-
tides et de la somme des liaisons riches en énergie. Le
rapport ATP/ADP double chez les plantes élicitées de
la variété sensible alors que chez la variété résistante, il
ne s’accroit que de 30 p. 100 de sa valeur. Seules les
quantités d’ADP restent stables.

Sous I’action de I’éliciteur et pour des plantes main-
tenues 4 la lumiére, les différents paramétres étudiés
traduisent une stimulation plus significative pour ceux
de la variété sensible que pour ceux de la variété résis-
tante.
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TABLEAU 1

Action de I’élicitation par le G, TA sur les concentrations en nucléotides adényliques des feuilles de Capsicum annuum de variétés sensible (Yolo
Wonder) et résistante (Phyo 636} (plants dgés de 1 mois).
Les quantités de nucléotides sont exprimées en nanomoles par g de matiére fraiche.
Les moyennes (x) et les écarts types (Sy) ont été calculés a partir de 3 échantillons indépendants.

Action of the elicitor G; TA on adenine nucleotide concentration in susceptible (Yolo Wonder)
and resistant (Phyo 636} leaves of 1 month old plants of Capsicum annuum.
Nucleotides values expressed in nmole per g fresh weight. Means and standard deviation calculated from three independent samples.

Variétés Yolo Wonder Phyo 636
Témoin Elicité Témoin Elicité
Parameétres étudiés Lumiére  Obscurité  Lumiére  Obscurité  Lumiére  Obscurité  Lumiére  Obscurité
e X 99 71 158 88 98 63 130 95
Somme des nucléotides Sy 11,5 6,8 17 9,7 43 5 12,5 12,4
ATP X 72 46 125 65 67 40 100 70
Sx 10 3,2 19 7,8 34 2,3 16 10,6
X 20 19 20 17 24 18 27 18
ADP Sx 2,4 3 6,4 1,8 3 2,5 7 2,3
ATP/ADP 3,6 2,4 6,25 3,8 2,8 2,2 3,7 3,8
Somme des liaisons riches X 164 112 274 146 160 100 225 160
en énergie Sx 21 8,4 37 15 5,8 6,7 2,7 21,6
B. Influence de la contamination obscure une certaine diminution est observée dans les
2 cas. Cependant, les différences sont faibles (— 10 a

L’analyse des nucléotides adényliques a été prati- — 16 p. 100) et non significatives dans le cas de la
quée sur des feuilles saines et contaminées de plants de variété sensible alors que dans la variété résistante
piment agés de 2 mois et exposés ou non a la lumiére. I’écart est plus marqué (de — 30 a — 40 p. 100) et tou-
Les prélévements d’échantillons sur les feuilles conta- jours significatif.
minées sont toujours réalisés en dehors de la zone Aprés 3 jours de contamination une importante dif-
nécrosée (tabl. 2). férence apparait entre les 2 variétés.

Chez les plants sains, aucune différence significative Chez les plantes sensibles éclairées les teneurs en
n’est observée ni a la lumiére, ni a I’obscurité entre les ATP augmentent de 48 p. 100. Les augmentations
valeurs initiales des teneurs en nucléotides des 2 varié- observées dans le cas de la somme des nucléotides et de
tés. Lors de la transition de la phase éclairée a la phase celle des liaisons riches en énergie sont moins impor-

TABLEAU 2

Action de la contamination par le mildiou sur les concentrations en nucléotides adényliques des feuilles saines et contaminées de Capsicum
annuum, de variétés sensible (Yolo Wonder) et résistante (Phyo 636) (plants dgés de 2 mois).
Les quantités de nucléotides sont exprimées en nanomoles par g de matiére fraiche. Les moyennes (X) et les écarts types (Sy) ont été calculés a
partir de 3 échantillons indépendants.

Action of Phytophthora capsici infection on adenylic nucleotide concentration in susceptible (Yolo Wonder) and resistant (Phyo 636) leaves of
2 month old plants of Capsicum annuum.
Nucleotide values expressed in nmole per g fresh weight. Means and standard deviation calculated from three independent samples.

Variétés Yolo Wonder Phyo 636
Témoin Contaminé Témoin Contaminé
Parameétres étudiés Lumiére Obscurité Lumiére Obscurité Lumiére Obscurité Lumiére Obscurité
. X 228 202 267 228 257 166 167 114
Somme des nucléotides Sy G1,7) 22 (48) (48) (34) (22) (28) (8,6)
ATP X 172 155 255 194 186 127 129 85
Sx (28) (18) (40) (52) (26) (18) (23) Y
ADP X 48 40 35 29 60 37 28 27
Sx (&) C)) ) &) ) 4 (5) 2)
ATP/ADP 3,5 3,8 6,5 7,5 3,1 3,4 4,6 3,1
Somme des liaisons riches X 392 352 486 419 433 291 287 198
en énergie Sy 62) 41 (85) (100) (59) (40) (50) (50)
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tantes de méme que toutes celles mesurées en phase
obscure.

L’ADP diminue de fagon peu significative aussi bien
a la lumiére qu’a ’obscurité ou le rapport ATP/ADP
augmente respectivement de 86 et 97 p. 100.

Dans le cas de la variété résistante les concentrations
de tous les nucléotides diminuent trés significativement
(- 27 & — 35 p. 100) et plus particuliérement ’ADP
en phase éclairée. Par contre le rapport ATP/ADP
varie dans de moindres proportions : augmentation de
48 p. 100 a la lumiére et diminution de 9 p. 100 a I’obs-
curité,

IV. DISCUSSION

Les résultats montrent en premier lieu que les diffé-
rences de composition en nucléotides entre la variété
sensible et la variété résistante se manifestent sous la
pression des phénomenes physiopathologiques que
sont D’élicitation et ’infection.

Dans les conditions expérimentales observées les
conséquences de I’élicitation présentent de grandes
analogies avec celles de I’infection chez la variété sensi-
ble alors qu’elles divergent totalement dans les feuilles
de la variété résistante. Dans le premier cas, toutefois,
I’augmentation des nucléotides n’est significative apres
contamination, que dans les plants éclairés, alors
qu’elle est marquée dans tous les cas (quoique plus
significativement a la lumiére) sous I’action de I’élici-
teur.

L’éliciteur prépare donc les plants sensibles a affron-
ter une situation traumatique en élevant leur potentiel
énergétique, tandis que dans le cas de l’infection ce
méme potentiel parait déja entamé. Dans les plantes de
la variété résistante ce méme phénomeéne apparait avec
davantage de netteté : 1’élicitation accroit simplement
le potentiel énergétique alors qu’aprés infection celui-ci

est fortement entamé trés vraisemblablement du fait
d’une utilisation considérablement plus intensive de
I’ATP dans la biosynthése des divers facteurs de résis-
tance.

A notre connaissance aucun autre travail n’a été a ce
jour consacré & I’étude de l’influence de 1’élicitation
sur les systémes générateurs d’énergie ; par contre dans
les tissus blessés de pomme de terre, TAKAMURA &
URITANI (1973) ont observé une augmentation de la
teneur en nucléotides. On sait par ailleurs, qu’en géné-
ral 'infection provoque une augmentation substan-
tielle de I’activité respiratoire (URITANI & ASAKI, 1980)
et une baisse de I’activité photosynthétique (MOBTAL-
BINI & BUCHANAN, 1974 ; MAGYAROSY & MALKIN,
1978). La phosphorylation oxydative et la synthése des
ARN peuvent étre stimulées (HUTCHESON & BUCHA-
NAN, 1983) ainsi que les nombreux systémes enzymati-
ques associés a la biosynthése des composés phénoli-
ques, des lignines et des phytoalexines (FRICK, 1976 ;
SIMONS & Ross, 1970 ; HAMMERSCHMIDT ef al.,
1972 : PAYNOT, 1976).

GIANNINAZZI et al. (1980) ; AHL ef al. (1982) ;
DUMAS & GIANNINAZZI (1986) ont signalé puis discuté
I’importance de ’apparition de nouvelles protéines de
type b dans la résistance aux virus ¢t aux champignons.
Ces manifestations s’ajoutent a celles déja recensées
chez les plantes induites ou infectées : & savoir I’accu-
mulation des phytoalexines (DEVERALL, 1977 ; CAL-
LOW, 1977 ; MANSFIELD, 1982) et de dérivés phénoli-
ques toxiques (KOSUGE, 1969) ou encore I’enrichisse-
ment des parois de I’hdte en lignines (TOUZE & ROSSI-
GNOL, 1976-1980 : SHERWOOD & VANCE, 1980) ;
(HAMMERSCHMIDT & KUC, 1982) ou en glycoprotéines
a hydroxyproline (ESQUERRE-TUGAYE et al., 1979).

Les nucléotides fournissent 1’énergie consommée par
toutes ces voies métaboliques, les fluctuations que
nous observons témoignent de leur utilisation différen-
cielle au sein de tissus induits ou infectés.

Recu le 23 avril 1986.
Accepté le 18 juillet 1987.
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