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RÉSUMÉ Divers traitements de la paroi du champignon phytopathogène Phytophthora parasitica fournissent des extraits
hydrosolubles capables d’éliciter chez l’oeillet l’accumulation de phytoalexines dérivées de l’acide N-
benzoylanthranilique : la dianthalexine et la dianthramide A. L’extrait SI obtenu par autoclavage de la paroi
dans l’eau est quantitativement le plus actif. Il contient des protéines (54 p. 100), des polysaccharides et des tra-
ces de lipides.
Les lipides de SI sont représentés par des acides gras libres et des acides gras estérifiés, ces derniers contenant
une forte proportion d’acides insaturés en C2o. Ils sont dépourvus d’activité élicitrice chez l’oeillet (ainsi que les
lipides directement extraits de la paroi).
La chromatographie d’échange anionique permet de séparer SI en une fraction non liée (A) et une fraction rete-
nue (B). Des &beta;-D-glucanes, composants majoritaires de A, ont été purifiés. Le composé de plus faible masse
moléculaire a un faible pouvoir éliciteur, les autres aucun.
La fraction la plus élicitrice (B) est composée de protéines et de polysaccharides contenant une forte proportion
de mannose. Son activité, comme celle de l’extrait SI, est détruite par action de la pronase et par oxydation
periodique, ce qui incite à penser que le principe éliciteur pourrait être de nature glycoprotéique.

Mots clés additionnels : Dianthus, phytoalexines.

SUMMARY Isolation, composition and eliciting activity on carnation of fractions extracted from the cell walls
of Phytophthora parasitica Dastur.

Water-soluble extracts were released from the cell walls of the phytopathogenic fungus Phytophthora parasitica
by various treatments. Applied to carnation cuttings, they elicited the accumulation of phytoalexins : the N-
benzoylanthranilic derivatives, dianthalexin and dianthramide A. Extract Sl, obtained by hot water treatment
of the cell walls, had the highest specific activity. It contained proteins (54 %), polysaccharides and trace
amounts of lipids. The lipids in Sl were represented by free and esterified fatty acids and, among the latter, a
high proportion of unsaturated C20 acids. They were devoid of eliciting ability on carnation (as well as the
lipids directly extracted from the cell walls). Using anion exchange chromatography, Sl was separated into
fractions A (non retained) and B (retained). !3-D-glucans were the major components of A and were purified.
The glucan of lowest molecular weight faintly elicited carnation ; the others did not. Fraction B had the
greatest eliciting activity and was composed of proteins and polysaccharides containing a high proportion of
mannose. Its activity, as well as that of extract SI, was destroyed by pronase and by periodate oxidation. Thus,
the eliciting factor could be a glycoprotein.

Additional key words : Dianthus, phytoalexins.

1. INTRODUCTION

L’infection d’une plante par un champignon para-
site s’accompagne généralement de modifications his-
tologiques et biochimiques pouvant aboutir à induire
localement un état de résistance (HEITEFUSS, 1982).

En 1972, KEEN et al. appellent éliciteurs les substances
produites par le champignon et responsables de ce
phénomène d’induction de résistance. Nous nous som-
mes proposé l’étude de la nature et de l’activité des
éliciteurs de Phytophthora parasitica Dastur vis-à-vis
de l’oeillet (Dianthus caryophyllus L.).



P. parasitica est un agent pathogène de l’oeillet qui
se conserve dans le sol et provoque une pourriture du
collet sur les boutures récemment plantées (TRAMIER
& MERCIER, 1965). LUCAS & PONCHET observent en
1974 qu’on peut protéger des boutures d’oeillet contre
P. parasitica par un pré-trempage de 24 h dans un
milieu de germination de zoospores du même champi-
gnon. Ricci & JACQUEMOND (1978) montrent que le
principe éliciteur de résistance contenu dans le milieu
de germination résiste à la dialyse et à la chaleur (3 h
à 120 °C) et que la même activité se retrouve dans le
filtrat de culture du champignon et dans une prépara-
tion soluble obtenue par autoclavage de la paroi
mycélienne. Des trois préparations élicitrices, cette

dernière a la plus forte activité spécifique. Il semble
donc qu’on puisse caractériser dans l’extrait de paroi
un éliciteur de résistance.

Parallèlement, RICCI & JACQUEMOND (1978) mon-
trent que l’induction de résistance chez les boutures

s’accompagne toujours de l’apparition de composés
antifongiques. Deux d’entre eux sont maintenant
caractérisés : le dianthalexine (BOUILLANT et al.,
1983) et la dianthramide A (PONCHET et al., 1984) ;
leurs structures sont rappelées sur la figure 1. La

quantité de ces phytoalexines accumulées après une
élicitation est directement corrélée au degré de résis-
tance acquise par les boutures vis-à-vis de P. parasi-
tica (RICCI, en préparation). En outre, l’addition à l’éli-
citeur d’acide salicylique inhibe simultanément l’appa-
rition des phytoalexines et l’induction de résistance

(PoNCHET et al., 1983). Il semble donc bien qu’on
puisse attribuer à ces molécules un rôle essentiel dans
l’état de résistance acquis par les tissus élicités. Aussi
est-il justifié de prendre comme critère de pouvoir éli-
citeur l’aptitude à induire la dianthalexine et la
dianthramide A chez les boutures d’oeillet.

Les données de la littérature concernant la nature
des éliciteurs extraits de Phytophthora spp. sont limi-
tées. Elles indiquent qu’il peut s’agir, selon les couples
hôte-parasite considérés, de polysaccharides (ALBERS-
HEIM & VALENT, 1978), de glycoconjugués (KEEN &

LEGRAND, 1980 ; KEEN et al., 1983) ou de lipides

(KURANTZ & OSMAN, 1983). Dans aucune situation
cependant n’a été présentée une comparaison systéma-
tique de l’activité élicitrice de ces différents types de
fractions, obtenues à partir d’un même mycélium.
C’est cette approche que nous avons utilisée, en nous
inspirant des auteurs précités pour le choix des métho-
des de fractionnement, afin de faciliter les comparai-
sons. La figure 2 présente les différentes fractions étu-
diées.

Il. MATÉRIEL ET MÉTHODES

A. Traitements de la paroi mycélienne

1. Préparation

La souche 26 de P. parasitica (isolée d’oeillet) est

cultivée en milieu liquide comme indiqué précédem-
ment (FABRE et al., 1984). Des lots de 40 g de mycé-
lium congelé (correspondant à environ 10 g de poids
sec) sont broyés pendant 5 mn à l’Ultraturrax à 0 °C
dans 125 ml de tampon phosphate de potassium
0,1 M pH 7. Après filtration sous vide, le résidu est
lavé par agitation pendant 15 mn dans 800 ml du
même tampon, puis par le même volume du tampon à
0,5 M, 2 fois par l’eau distillée et enfin 2 fois par
l’éther. La paroi brute ainsi obtenue est séchée à l’air.

2. Délipidation

La paroi brute est délipidée par homogénéisation à
l’Ultraturrax dans le mélange chloroforme-méthanol
(2 : 1, v/v) ou, dans certains cas, par lavage avec le
mélange chloroforme-méthanol (1 : 1, v/v).
Le résidu, séparé du filtrat de délipidation (L) est

traité par l’acétone (lavage ou broyage). Après filtra-
tion, le résidu est lyophilisé. Il représente la paroi déli-
pidée (R).

3. Autoclavage

La paroi (R) est soumise à un autoclavage dans
l’eau (AYERS et al., 1976) ou en milieu tamponné
(RASCHKE & BALLOU, 1972).
Dans le le! cas, 3 à 5 g de paroi mis en suspension

dans 300 à 500 ml d’eau distillée sont autoclavés 3 h à

120 °C, puis centrifugés pendant 20 mn à 3 000 g. Le
culot est lavé par l’eau. Les surnageants sont réunis et
filtrés sur Millipore (0,22 pm). Le filtrat concentré sous
vide, dialysé puis lyophilisé, constitue l’extrait SI.
Dans le 2e cas, 100 mg de paroi en suspension dans

5 ml de tampon citrate de sodium 0,02 M pH 7 sont
autoclavés 2 h à 120 °C. Après centrifugation 10 mn
à 5 000 g, le surnageant, dialysé, concentré et lyophi-
lisé, représente l’extrait S2.

4. Traitement acide (HAHN et al., 1981)

100 mg de paroi (R) sont hydrolysés par 6 ml
d’acide trifluoroacétique 2 N pendant 1 h à 85 °C.

L’hydrolysat est centrifugé à 5 000 g. Le surnageant,
évaporé sous vide, remis en suspension dans le métha-
nol et évaporé jusqu’à neutralisation, est repris par
l’eau et lyophilisé. Il représente l’extrait S3.



5. Traitement alcalin (KEEN & LEGRAND, 1980)

100 mg de paroi (R) sont traités par 6 ml de soude
0,1 N. Après agitation pendant 15 h en chambre
froide, le milieu réactionnel est centrifugé pendant
10 mn à 5 000 g. Le culot est lavé à l’eau à 0 °C. Les

surnageants sont réunis, ajustés à pH 7 avec HCI N,
dialysés puis lyophilisés. Ils représentent la frac-
tion S4.

B. Traitements de l’extrait SI

1. Extraction des fractions lipidiques

15 mg de SI sont mis en suspension dans 9 ml du
mélange chloroforme-méthanol (2 : 1, v/v) et agités
24 h à température ambiante. Le milieu réactionnel

est centrifugé 10 mn à 5 000 g. Le culot (RI) est lavé
avec le même solvant. Les surnageants lipidiques (LI)
sont réunis et séchés sur sulfate de sodium. Après fil-
tration sur papier, ils sont évaporés à sec sous courant
d’azote.

2. Fractionnement par chromatographie d’échange
anionique

100 mg d’extrait SI dissous dans 3 ml de tampon
phosphate de potassium 10 mM pH 8, sont chromato-
graphiés sur une colonne (32 x 3 cm) de DEAE-
cellulose type DE 52 équilibrée avec le même tampon.
La chromatographie est réalisée à un débit constant de
20 ml/h. L’absorption de l’éluat est lue en continu à
206 et 275 nm au moyen d’un analyseur de fractions
LKB Uvicord. On recueille des fractions de 4 ml sur



lesquelles on dose également les groupements réduc-
teurs à l’anthrone sulfurique (SHIELDS & BURNETT,
1960) et les protéines selon LOWRY et al. (1951). Les
composés neutres (A) non liés sur DEAE-cellulose
sont élués avec le tampon phosphate de potassium
10 mM pH 8. L’élution des composés adsorbés (B) est
obtenue par un gradient continu 0-1 M NaCI dans le
même tampon. Les fractions A et B sont dessalées sur
Sephadex G25 et lyophilisées.
La DEAE-cellulose est régénérée par agitation pen-

dant 30 mn dans NaOH 0,5 N. La solution alcaline de
régénération est dialysée contre l’eau distillée jusqu’à
neutralisation, puis concentrée sous vide et lyophili-
sée.

3. Traitement par la pronase

5 mg de la fraction étudiée (SI ou B) sont dissous
dans 1,5 ml de tampon Tris HCI 0,1 M pH 8 conte-
nant 1,65 mg/ml de pronase E (Merck) et incubés
48 h à 37 °C. La pronase est ensuite inactivée par
ébullition pendant 5 mn. Pour le test d’activité élici-
trice, le mélange réactionnel est dilué par l’eau distil-
lée et le pH ramené à 7. Un témoin est constitué par
la fraction subissant, dans le tampon Tris, le même
traitement en l’absence de pronase.

4. Oxydation periodique

3 mg de la fraction étudiée (SI ou B) sont incubés
pendant 3 j dans une solution de Na’04 0,05 M.
L’excès de periodate est détruit par addition de 1 ml

d’éthylène-glycol pendant 1 h. Le mélange réactionnel
est lyophilisé, soit immédiatement, soit après réduction
par addition de 2 ml de NaBH4 0,075 M et incuba-
tion une nuit à 4 °C. Avant le test d’activité élicitrice,
on opère une dialyse contre l’eau distillée, une dilu-
tion convenable et un ajustement du pH à 7.

C. Méthodes analytiques

L’analyse quantitative des sucres est réalisée par
chromatographie gazeuse des acétates d’alditols
(SAWARDEKER et al., 1965) ou par dosages colorimé-
triques (SHIELDS & BURNETT, 1960). La glucosamine
(STROmnNOER et al., 1969), les protéines (LowRY et
al., 1951) et le phosphore (LOWRY et al., 1954) sont
dosés colorimétriquement.

Chromatographie gazeuse

Les esters méthyliques d’acides gras sont analysés par
chromatographie gazeuse dans un appareil Intersmat
120 FB à ionisation de flamme sur une colonne de
300 cm x 0,3 cm contenant 10 p. 100 de diéthylène-
glycol succinate sur Chromosorb W 80/100 mesh. Les
acétates d’alditols provenant des oses sont analysés sur
colonne de verre de 200 cm x 0,3 cm contenant
3 p. 100 de ECNSS-M sur Chromosorb G 80/100 mesh.

D. Mesure de l’activité élicitrice

1. Elicitation des boutures d’oeillet

Les fractions hydrosolubles, préalablement lyophili-
sées, sont mises en solution dans l’eau permutée à la
concentration désirée. Les fractions lipidiques, solubi-

lisées dans une faible quantité (2 p. 1 000 du volume

final) de mélange éther-éthanol (1 : 1, v/v), sont

ensuite dispersées dans l’eau. Dix boutures d’oeillet
(type « Sim » var. « Scania ») non enracinées, sont
recoupées au niveau d’un noeud et mises à tremper
par leur base dans un bécher contenant 15 ml de la
solution à étudier. Après 24 h d’incubation à 24 °C
sous lumière périodique de 16 h, on prélève les 3 mm
inférieurs de chaque bouture. Les 10 tronçons sont
pesés et immédiatement congelés.

2. Dosage des phytoalexines

Les tissus d’oeillet congelés sont broyés dans l’acé-
tone à l’Ultraturrax. On rajoute 200 !1 d’une solution
méthanolique d’acide (3-naphthoïque 10-2 M pour ser-
vir de marqueur interne. Après passage sous vide à
travers une membrane de téflon (filtre Millipore Mitex
5 pm), le filtrat est évaporé à sec sous vide, repris
dans un faible volume d’acétone et reévaporé à sec
sous courant d’azote. L’échantillon est repris extem-
poranément dans 200 pl de méthanol. On en injecte
20 !1 dans un chromatographe liquide haute perfor-
mance (Waters) équipé d’une colonne de silice gref-
fée avec une phase inverse C18 (colonne RP18
Merck 7 pm, longueur 30 cm) et d’un détecteur UV
(Beckman 153) muni d’un filtre à 254 nm. La colonne
est éluée en conditions isocratiques par un mélange de
méthanol et d’acide acétique à 5 p. 100 dans les pro-
portions 65 : 95, v/v, avec un débit de 1 ml/mn. Le

chromatogramme est analysé à l’aide d’un intégrateur
électronique (Delsi ICAP 50). Les coefficients de

réponse de l’acide naphthoïque, de la dianthalexine et
de la dianthramide A sont déterminés par étalonnage
externe avec des solutions calibrées de ces composés
obtenus par synthèse. Les résultats sont exprimés en
nmole de phytoalexines/g de tissu frais (les masses
molaires de la dianthalexine et de la dianthramide A
sont respectivement 239 et 287).

III. RÉSULTATS

La paroi délipidée R représente 3 p. 100 du mycé-
lium frais (soit 11 p. 100 du poids sec). Elle renferme
8 p. 100 de protéines, 1,8 p. 100 de glucosamine et

37 p. 100 d’oses totaux exprimés en glucose. Le glu-
cose et le mannose identifiés par chromatographie
gazeuse des acétates d’alditols (SAWARDEKER et al.,
1965) existent dans le rapport 22 : 1.

A. Activité élicitrice de l’extrait de paroi Sl

La composition de l’extrait SI obtenu par autocla-
vage dans l’eau de la paroi délipidée (R) a été décrite
précédemment (FABRE et al., 1984). Rappelons que
cet extrait représente 7 à 10 p. 100 de la paroi et con-
tient 53,5 p. 100 de protéines, 25,5 p. 100 de glucose
et 10,5 p. 100 de mannose.

1. Mise en évidence de l’activité de SI

Des boutures d’oeillet non enracinées et fraîchement

recoupées sont mises à tremper par leur base pendant



24 h dans une solution aqueuse de la fraction SI. Les
extraits acétoniques des 3 mm inférieurs de ces boutu-
res sont chromatographiés en HPLC. Le diagramme a
de la figure 3 représente un profil d’élution typique.
Les 2 phytoalexines identifiées chez l’oeillet [la dian-
thalexine (DX) et la dianthramide A (DA)], repérables
grâce à leur absorption dans l’UV, sont éluées respec-
tivement après 12,5 et 26 mn, soit des temps relatifs
par rapport à l’acide (3-naphthoïque (AN) utilisé
comme standard interne, de 1,66 et 3,90.

Ces 2 substances ne sont pas totalement absentes de
la base de boutures témoin ayant trempé dans l’eau
permutée (fig. 3, diagramme b). Ceci peut sans doute
être attribué à l’effet de blessure au niveau de la

coupe ainsi qu’à une élicitation éventuelle par les bac-
téries fréquemment présentes à l’intérieur des tissus.
Ce « bruit de fond » reste nettement inférieur à la

réponse obtenue avec la fraction SI dès que celle-ci est
utilisée à une concentration au moins égale à

0,3 mg/1.
Au-delà, les quantités de DX et DA accumulées

varient linéairement avec le logarithme de la concen-
tration en SI (fig. 4), le rapport [DX]/[DA] demeu-
rant constant ; les régressions linéaires sont hautement
significatives. La réponse varie donc lentement avec la
concentration de la fraction élicitrice ; il est par suite
difficile de définir précisément son activité spécifique
sans une étude complète de la réponse à la dose. Tou-
tefois, dans ce qui suit, il n’a pas toujours été possible
d’employer plusieurs concentrations ; on a alors uti-
lisé une valeur standard de 20 mg/1, suffisante pour
obtenir une bonne reproductibilité intra-essai. Il faut
noter enfin que, pour une même fraction, les paramè-

tres de la réponse varient d’un essai à l’autre en fonc-
tion notamment du lot de boutures utilisé. Les activi-
tés de diverses fractions ne peuvent donc être compa-
rées qu’en tenant compte du facteur « essai » (ce qui
a été fait systématiquement dans les analyses de

variance).

2. Effet de la dialyse

En règle générale, la fraction SI a été dialysée avant
d’être lyophilisée. Le tableau 1 montre qu’avant
dialyse son activité élicitrice est légèrement plus faible
(la différence est à la limite de la signification au seuil
5 p. 100). On peut donc admettre que le ou les com-
posés actifs de SI ne sont pas dialysables.

B. Etude des extraits lipidiques

Malgré la délipidation préalable de la paroi,
l’extrait SI contient des traces de lipides qui pour-
raient être responsables de son activité (BOSTOCK et
al., 1982). Nous avons donc étudié les lipides présents
aux différents niveaux d’extraction et de fractionne-
ment (fig. 2).



1. Analyse des acides gras présents dans le filtrat de
délipidation (L)

Le filtrat (L), obtenu par délipidation des parois
mycéliennes par le mélange chloroforme-méthanol

(2 : 1, v/v), est traité par le diazométhane gazeux, ce
qui permet la méthylation des acides gras libres. Les
esters méthyliques d’acides gras en solution dans le
chloroforme sont identifiés par chromatographie en
phase gazeuse (tabl. 2). On constate la présence d’aci-
des saturés à 14, 16, 18 et 19 atomes de carbone et
d’acides insaturés à 16 et 18 atomes de carbone.
L’acide le plus abondant est l’acide palmitique, ce qui
a déjà été observé pour les lipides de Phytophthora
capsici (TURELLI et al., 1982).

2. Analyse des acides gras présents dans SI, A et B

Les acides gras libres résiduels L présents dans SI 1
sont extraits par agitation dans le mélange chloroforme-
méthanol (2 : 1, v/v). Ils n’existent qu’à l’état de tra-

ces. Les acides gras liés sont libérés après saponification
de SI par NaOH N à 37 °C pendant 15 mn (THARANA-
THAN et al., 1978). Leur taux est également très faible.
La composition en acides gras, étudiés après méthyla-
tion par chromatographie en phase gazeuse, est repré-
sentée dans le tableau 3.

Les mêmes acides gras déjà présents à l’état libre sont
identifiés après saponification de SI ; mais on note un
taux plus élevé pour les acides ramifiés à 14 atomes de
carbone, les acides insaturés à 16 atomes de carbone et
on identifie en plus des acides insaturés à 20 atomes de
carbone : ces acides appartiennent vraisemblablement à
des fractions lipoconjuguées.

Après chromatographie de SI sur DEAE-cellulose,
on retrouve dans les fractions non liée (A) et retenue (B)
des traces des acides gras précédents (tabl. 3). L’acide
palmitique non lié dans SI se retrouve essentiellement
dans A et l’acide insaturé en C2o’ lié dans SI, exclusive-
ment dans B.

3. Rôle des lipides dans l’élicitation

On a examiné l’activité des lipides initialement pré-
sents dans la paroi (L) ou qui peuvent être extraits de
SI. Le tableau 4 montre qu’aucune fraction lipidique
n’est élicitrice. L’activité de l’extrait SI se retrouve en

grande partie dans le résidu de sa délipidation (R1) et, si
on ajoute à ce résidu les lipides extraits (L + RI),
l’activité n’est pas significativement modifiée.
MOLOT (comm. pers.) a constaté qu’un extrait SI

que nous avions préparé à partir d’une paroi simple-
ment lavée dans le mélange chloroforme-méthanol
1 : 1 v/v était éliciteur sur piment, alors que
l’extrait SI d’une paroi mieux délipidée (broyage dans
le chloroforme-méthanol 2 : 1) ne l’était pas. Sur oeil-
let, l’activité de ces 2 extraits n’est pas significative-
ment différente (tabl. 5).

L’ensemble de ces résultats indique que les lipides
de la paroi de P. parasitica n’ont pas d’activité élici-
trice chez l’oeillet.

C. Comparaison d’extraits hydrosolubles de paroi
obtenus par différentes méthodes (Sl, S2, S3, S4)

Les auteurs qui ont étudié l’élicitation du soja à
partir de P. megasperma f. sp. glycinea ont utilisé des
méthodes diverses d’extraction de la paroi fongique :
autoclavage (AYERS et al., 1976), hydrolyse acide

(ALBERSHEIM & VALENT, 1978) ou alcaline (KEEN &

LEGRAND, 1980). Nous avons comparé, dans notre



système, l’application de ces diverses méthodes à la
paroi délipidée R (fig. 2), tant au niveau de la compo-
sition osidique des extraits obtenus que de leur activité
élicitrice.

1. Analyse des oses neutres

Elle a été réalisée par chromatographie gazeuse des
acétates d’alditols. On constate (tabl. 6) que l’autocla-
vage en milieu tamponné fournit un extrait S2 beau-
coup moins riche en oses neutres que SI. L’extrait S3
obtenu par hydrolyse acide est le plus riche en glu-
cose, tandis que dans SI et S2, qui proviennent d’un
autoclavage, le rapport mannose/glucose est plus

élevé. Ces différents traitements, déjà appliqués à de
nombreux champignons et levures, permettent en effet
d’isoler soit les mannanes, soit les glucanes présents
dans la paroi fongique (RASCHKE & BALLOU, 1972 ;
MANNERS et al., 1973 ; AYERS et al., 1976 ; GRIM-
MECKE & REUTER, 1981 ; HAHN et al., 1981).

2. Activité élicitrice

Elle a été comparée à des concentrations comprises
entre 0,2 et 60 mg/1 (fig. 5). On constate ici encore

que l’accumulation des phytoalexines est une fonction
linéaire du logarithme de la concentration des frac-
tions ; les régressions sont hautement significatives,
excepté pour S4. En outre, les pentes des droites de

régression sont très voisines et non significativement
différentes. Ainsi, ces 4 extraits ont des effets qualita-
tivement analogues, mais avec des écarts sensibles
dans leur activité spécifique. En prenant pour pente
commune la valeur moyenne, on a calculé ces activités

spécifiques relativement à SI (tabl. 7). Il apparaît que
SI est l’extrait le plus actif. L’appauvrissement en
oses neutres (S2) ou l’enrichissement en glucose (S3)
diluent l’activité. Avec ces 3 extraits, le pouvoir élici-
teur semble parallèle à la teneur en mannose. Dans le
cas de l’hydrolyse alcaline (S4), on peut penser que la
ou les substances élicitrices sont partiellement dégra-
dées : un effet semblable a été observé lors de

l’hydrolyse alcaline du milieu de germination de zoos-
pores (RICCI & JACQUEMOND, 1978).

D. Fractionnement de SI sur DEAE-cellulose

Les résultats qui précèdent diffèrent notablement de
ceux qu’ALBERSHEIM & VALENT (1978), d’une part,
KEEN & LEGRAND (1980), d’autre part, ont obtenus
en étudiant le système P. megasperma f. sp. glycinea-
soja. Afin d’affiner cette comparaison, l’extrait le

plus actif (SI) a été fractionné par chromatographie
d’échange anionique sur colonne de DEAE-cellulose.
Ce fractionnement, décrit précédemment (1!’ABRE et

al., 1984) fournit : des composés A non liés, élués
avec le tampon phosphate de potassium 10 mM pH 8
et qui représentent 27 p. 100 de SI ; des composés B
adsorbés, dont l’élution est obtenue par un gradient
continu 0-1 M de NaCI dans le même tampon, qui
représentent 41 p. 100 de SI. Ces fractions sont puri-
fiées par dialyse contre l’eau distillée et chromatogra-
phie sur colonne de Sephadex G25. Leur composition
et leur activité élicitrice chez l’oeillet ont été étudiées.



1. Analyse des constituants non lipidiques de SI,
A et B

La composition des oses neutres de SI et des frac-
tions chromatographiques A et B est déterminée après
hydrolyse chlorhydrique par chromatographie gazeuse
des acétates d’alditols. La glucosamine, les protéines
et le phosphore sont dosés colorimétriquement. Les
résultats sont indiqués dans le tableau 8.
La fraction A, constituée essentiellement de glucose

(83 p. 100), renferme des glucanes dont la purification
et la structure ont été récemment obtenues (FABRE et

al., 1984). Les 2 composés majeurs sont des !3-D-
glucanes constitués d’une chaîne linéaire !-1-3 portant
des ramifications (3-1-6. L’un (I) a une masse molécu-
laire voisine de 200 000 d et des ramifications essen-
tiellement trisaccharidiques ; l’autre (II) a une masse
de 9 000 d et porte principalement des ramifications
mono-saccharidiques.
La fraction B a une composition plus complexe

avec une partie protéique (54 p. 100) et une partie
polysaccharidique constituée d’oses neutres (le glucose
et le mannose) et d’un ose aminé, la glucosamine.

2. Activité élicitrice des fractions A et B

L’activité élicitrice sur boutures d’oeillet de l’extrait
SI se répartit entre les fractions A et B (tabl. 9). Dans
tous les essais, B s’est toujours montré plus actif que
A. Cependant, aucune des fractions n’atteint l’activité
spécifique de l’extrait de départ.

Si on mélange les fractions A et B dans les propor-
tions de leur obtention (tabl. 9) ou si on récupère
l’éluat total de la colonne, on obtient des éliciteurs
moins actifs que SI. La réduction d’activité après la
chromatographie n’est donc pas liée à la séparation de
molécules à activité synergique (comme dans le cas
étudié par BoSTOCK et al., 1982). Elle ne semble pas
résulter non plus d’une rétention de l’éliciteur sur la
colonne (le produit de régénération alcaline de celle-ci
n’a qu’une faible activité), mais plus probablement
d’une altération partielle des molécules élicitrices en
cours de chromatographie.



3. Activité élicitrice des glucanes purifiés à partir de A

Les glucanes 1 et Il et les glucanes « intermédiai-
res », séparés sur Sephadex G200, ont été testés sur
boutures d’oeillet à deux concentrations (fig. 6). Seul
le glucane II, de plus faible poids moléculaire, a une
activité nettement significative. Toutefois, si on consi-
dère que ce glucane représente en poids moins de
10 p. 100 de SI et qu’il a un niveau d’activité beau-
coup plus faible, on doit admettre qu’il ne peut con-
tribuer que fort peu au pouvoir éliciteur de l’extrait
brut SI.

E. Rôle des parties protéique et polysaccharidique
dans l’activité élicitrice

L’activité élicitrice de SI n’étant pas liée aux gluca-
nes, composés majoritaires de A, semble dépendre de
motifs existant principalement dans la fraction B, qui
comporte une partie protéique et une partie polysac-
charidique. Le rôle de ces 2 parties a été étudié en fai-
sant agir, d’une part, la pronase, d’autre part, l’oxy-
dation periodique.

1. Effet de la pronase sur l’activité élicitrice de SI
et B

L’activité de l’extrait SI et de sa fraction B est sup-
primée après incubation pendant 48 h à 37 °C en pré-
sence de pronase (tabl. 10). Il apparaît ainsi qu’une
partie protéique est essentielle à l’activité élicitrice.

2. Effet de l’oxydation periodique sur l’activité élici-
trice de SI et B

Après oxydation periodique, l’extrait SI et sa frac-
tion B n’élicitent plus significativement l’accumulation
de phytoalexines dans les boutures d’oeillet (tabl. 11).
L’activité est très partiellement restaurée si les fonc-
tions aldéhydiques résultant de l’oxydation sont

ensuite réduites par NaBH4. Un résultat analogue a
été obtenu par ALBERSHEIM & VALENT (1978) dans le
cas des polysaccharides de la paroi de P. megasperma
éliciteurs de glyceolline chez le soja. On peut donc
conclure à l’intervention d’un motif polysaccharidique
dans l’élicitation.

IV. CONCLUSIONS

Par autoclavage dans l’eau selon la méthode
d’AYERS et al. (1976), on extrait de la paroi de

P. parasitica une préparation hydrosoluble (SI) qui,
après dialyse, reste dotée sur l’oeillet d’une activité éli-
citrice de la production de phytoalexines. Les quantités
de dianthalexine et de dianthramide A accumulées dans
les boutures traitées varient linéairement avec le loga-
rithme de la concentration de l’extrait éliciteur (fig. 4).
Une réponse significative est décelable dès 0,3 mg/1 de
S1.

Selon ALBERSHEIM & VALENT (1978), une hydrolyse
acide ménagée de la paroi de P. megasperma f. sp.

glycinea fournit le plus fort rendement en élici-
teur de glyceolline chez le soja. Travaillant sur le
même système biologique, KEEN & LEGRAND (1980)
utilisent pour leur part une hydrolyse alcaline. Appli-
qués à la paroi de P. parasitica, ces 2 traitements,
ainsi que l’autoclavage en tampon citrate pH 7 selon
RaSCHKE & BALLOU (1972), fournissent des extraits
hydrosolubles de compositions différentes (tabl. 6).
Ces extraits élicitent l’oeillet de manière qualitative-
ment comparable à l’extrait SI obtenu par autocla-
vage dans l’eau (fig. 5), mais tous ont une activité spé-
cifique nettement inférieure à celle de SI (tabl. 7).



Notre étude s’est donc concentrée sur l’extrait SI. Il
contient (tabl. 8) des protéines (54 p. 100), des poly-
saccharides, composés principalement de glucose et de
mannose, et aussi des traces de lipides.

Les lipides sont représentés par des acides gras
libres et des acides gras estérifiés (tabl. 3) avec, parmi
ces derniers, une forte proportion d’acides insaturés
en C20 comme ceux qui élicitent la pomme de terre ou
le piment (BLOCH et al., 1984). Cependant, les lipides
extraits de SI ou directement de la paroi sont dépour-
vus d’activité élicitrice chez l’oeillet (tabl. 4).
Environ 20 p. 100 de l’extrait SI sont constitués par

des (3(1-3, 1-6)-D-glucanes qui ont pu être purifiés
par chromatographies successives d’échange d’ions,
d’affinité et de perméation de gel (FABRE et al., 1984).
Le plus abondant d’entre eux (glucane II) est doté
d’une activité élicitrice relativement faible, qui ne peut
nullement rendre compte de celle de l’extrait brut SI ;
les autres sont pratiquement inactifs (fig. 6). Contrai-
rement au soja, l’oeillet paraît donc peu élicitable par
les polysaccharides neutres. Ainsi l’hydrolyse acide de
la paroi de P. parasitica, qui extrait préférentiellement
des glucanes (tabl. 6) fournit-elle une préparation S3
4 fois moins active que SI (tabl. 7). Par ailleurs, une
préparation semi-purifiée d’oligo-glucosides de la

paroi de P. megasperma f. sp. glycinea (aimablement
fournie par P. ALBERSHEIM & K. R. DAVIS), appli-
quée à une concentration suffisante pour induire une
accumulation maximale de glycéolline chez le cotylé-
don de soja, n’a pas d’activité élicitrice chez l’oeillet

(Ricci & FERRARIS, non publié).
Après chromatographie sur DEAE-cellulose, c’est la

fraction retenue B, composée de protéines et de poly-
saccharides, qui possède l’activité élicitrice la plus éle-
vée. Cette activité, comme celle de l’extrait brut SI,

est sensible à la fois à la pronase et à l’oxydation
periodique (tabl. 10 et 11). On peut donc supposer
que le principe éliciteur est de nature glycoprotéique.
Des glycoprotéines élicitrices ont été isolées de Rhi-

zopus stolonifer (LEE & WEST, 1981) et d’Erwinia
carotovora (DAVIS et al., 1984) ; leur pouvoir induc-
teur de phytoalexines a pu être relié à une activité

enzymatique. Dans le cas présent, le caractère ther-
mostable de l’activité permet d’écarter cette hypo-
thèse. Par ses propriétés, le principe éliciteur de l’oeil-
let provenant des parois de P. parasitica paraît se rap-
procher plutôt des glycopeptides extraits par DE WIT
& ROSEBOOM (1980) de la paroi de Fulvia fulva et qui
provoquent l’accumulation de rishitine chez la tomate.
Une caractérisation plus poussée de ce principe fait

l’objet de travaux en cours.
Peu ou non élicitable par les glucanes et les lipides,

l’oeillet se différencie donc de nombre de plantes culti-
vées (légumineuses et solanacées notamment) exami-
nées jusqu’à présent de ce point de vue (ALBERSHEIM
& VALENT, 1978 ; KEEN et al., 1983 ; BLOCH et al.,
1984). Ce résultat vient souligner la diversité des molé-
cules qui peuvent jouer le rôle d’éliciteur selon l’inte-
raction hôte-parasite considérée.
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