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Phytbalekines des Citrus: séséline
Propriétés(inhibi'triches et modulation de synthése.
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CITRUS PHYTOALEXINS : SESELIN BIOLOGICAL ACTIVITY
AND «IN VINQ » SYNTHESIS STIMULATION.

Annie VERNENGH]I, Florence RAMIANDRASOA,
Sylvaine CHUILON and A. RAVISE.

Fruits, Fev. 1987, vol. 42, n% 2, p. 103.111,

SUMMARY - Citrus Lxssues infected by Phytophthora sp. aceumulated
seselin. This chromeno coumarin was identified by Mass Spectrometry
Nuclear Magnetic: Resonance .and melting point. In vitro, the growth
of a virulent strain of P. citrophthora was less inhibited than that of
an avirulent strain of P. parasitica, This difference could be the
consequence of a partial detoxification of the coumarin. Seselin
synthesis in roots was trigitered by treatmenis of Citrus plants with
Fosetyl Al, fungal elicitors or a /5-cyclodextrln - arachidonic acid
inclusion complex . AR ;

INTRODUCTION

Parmx les réactlons aux agressxons parasxtalres P’accu-

- mulation dans les tissus de l'hote de produits de son méta-
‘bolisme secondaire, préexistants ou postérieurs a I'infection,

contribpent al blocage des agents pathogénes (STOESSL,
1983 ; SMITH, RAVISE et BOMPEIX, 1984 ; EBEL,

.1986). Lors des réactions de défense-des Citrus contre les

Phytophthora sp., agents de la gommose, interviennent des
synthéses” de substances inhibitrices de nature terpénigque
et phénolique (KHAN et RAVISE, 1985), seule la xantho-
xyline étant identifiée (HARTMANN et NIENHAUS,
1974). Dans une premiére étape, nous avons décrit une
coumarine, la xanthylétine, et établi ses propriétés inhibi-
trices in vitro pour le P. citrophthora (KHAN et al., 1985),

Plus récemment, une diméthoxy coumarine, la scoparone,
a &té présentée comme phyl(mlcxnu, des Citrus (AF Ll\'

etal, 1986 4 ¢t b).

¥ . Annie VERNENGHI et A. RAVISE - Laboratoire de Phytopatho-
logie de 'ORSTOM - 72 route d’Aulnay - 93140 BONDY.

Florence RAMIANDRASOA et Sylvaine CHUILON - Laboratoire
des Médiateurs chimiques - INRA-CNRS - Domaine de Brouessy -

~ Magny les Hameaux - 78470 SAINT REMY LES CHEVREUSE.

Svlvaine CHUILON et A. RAVISE*

PHYTOALEXINES DES CITRUS : SESELINE.
PROPRIETES INHIBITRICES ET MODULATION DE SYNTHESE,

Annie VERNENGIII, Florence RAMIANDRASOA,
Sylvaine CHUILON et A. RAVISE,

Fruits, Fev. 1987, vol. 42, n® 2, p. 103.111

RESUME - La séséline, une chroménocoumarine est accumulée dans
les tissus de Citrus inoculés par des Phylophthara sp. La structure
déterminée par spectrométrie de masse, résonance magnetique nu-
cléaire est confirmée par le point de fusion. La toxicité in vitro est
plus importante pour une souche de P. parasitica avirulente que pour
une souche pathogéne de P. citrophthora, cette différence pourrait
résulter d'une biodégradation partielle par le parasite. La synthése
de séséline dans les tissus racinaires est stimulée par un traitement
au phosétyl d’aluminium, Vapplication d’éliciteurs tonglques ou

d’'un complexe acide arachldomque/ B cyc]odextnnes

La présente étude concerne 1'élucidation de la structure
d’une chroméno coumarine, la séséline, ses propriétés bio-
logiques in vitro et la modulation de sa synthése dans les
tissus racinaires aprés I'inoculation de Phytophthora sp.

Chez les végétaux cultivés, des coumarines contribuent
aux réactions de défense (EBEL, 1986 inter al.). Nous avons
décrit les propriétés inhibitrices pour le P. parasitica et ses
enzymes d'agression de plusicurs groupes de coumarines
en fonction de leurs substituants (RAVISE et KIRKIA-
CHARIAN, 1976 ; RAVISE et al., 1980). La toxicité de
la séséline est comparée 2 celle de quatre substances natu-
relles possédant une structure proche de cette chroméno
coumarine afin d’¢valuer, dans la mesure du possible, la
contribution du cycle chroméne 2 Pinhibition des Phyto-
phthora sp. in vitro,

LAVILLE et CHALANDON (1982) ont démontré

" que le phosétyl d’aluminium (TEPA), fongicide systémi-

que, posséde des propriétés préventives et curatives contre

- les agents de gommose des agrumes. Par ailleurs, BOMPEIX.

et SAINDRENAN (1984) ont étudié in vitro la toxicité

.du TEPA pour plusieurs espéces de Phytophthora dont
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des parasites des agrumes.

Ultéricurcment, nous avons établi une relation entre
Papplication de TEPA et 'accumulation accrue de facteurs
de résistance chez des Citrus (KHAN et al.,, 1986). Les
résuitats obtenus lors de 1'étude de la synthese de la sésé-
line tendent & conforter ces observations.

MATERIEL ET TECHNIQUES

La méthodologie reprend pour l'essentiel les procédures
expérimentales décrites précédemment (KHAN et al.,
1985 et 1986). Nous les rappelons succinctement.

Matériel végétal,

Les semences sont fournies gracieusement par la station
INRA de San Giuliano en Corse.

600 plants de Rough lemon, dgés de 12 & 14 mois,
sont cultivés en pots dans des serres A 22-26°C, avec un
* éclairage d’appoint pour la production de phytoalexines.

D’autre part, 650 plants sont cultivés dans les mémes
conditions pour les études de modulation des réactions
de défense. )

Souches de th)tophthora sp.

" Elles proviennent de la mycothéque de I'IRFA a Mont-
pellier. Une souche de Phytophthora parasitica DASTUR
(SF) est utilisée avec une souche de P, citrophthora (SMITH
and SMITH) LEON (BB 13) qui s’est avérée la plus patho-
géne au cours des essaxs anténeurs .

Techniques d'inoculation.

L’inoculum est préparé en milieu liquide sur une décoc-
tion de pois glucosée et supplémentée en thiamine, avec
incubation de 2 semaines 4 27°C et a I'obscurité.

‘Aprés dilacération des thalles 4 I'aide d'un broyeur
turmix, I'inoculum est apporté a des doses correspondant
respectivement a.l1,5 mg, 3 mg et 6 mg d’équxvalent de
mycéhum sec. .

Aprés décapage "du collet et scarification des racines
superficielles, le broyat mycélien est versé a la base de
chaque. plant. L'incubation se déroule dans les conditions
décrites précédemment (loc. cit.).

Les récoltes d’échantillons sont échelonnées entre un
et trois ‘mois, la préparation des extraits méthanoliques
de racines effectuée comme lors des études précédentes
(loc. cit.).

Traitements chimiques.

e Phoséthyl d’aluminium (TEPA) de Rhéne Poulenc

Lors de Iinoculation, le fongicide est appliqué a raison
de' 250 mg en solution dans 25 m! d’eau au pied de chaque
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plant. Le traitement est renouvelé chague mois.
o Galactosamine - de Sigma.

Cet oligomére de chitosane, éliciteur fongique, en solu-
tion aqueuse, est fourni 4 la dose hebdomadaire de_ 100 ug
par plant pendant un mois. La rémanence du traltement
est évaluée pendant deux mois.

e Complexe 15-hydroxy arachldomque mclus dans des
pcyclodextrines,

Ce produit fait ’objet du brevet ANVAR n° 8605001

Le complexe est incorporé au niveau du collet dans une
perforation des tissus de 2,5 mm de diamétre, 3 raison de
4 2 5 mg (soit 0,45 mg d'acide gras). L'orifice est ensuite
bouché avec un mastic horticole.

Produits de référence pour tests de toxicité (figure 1).

e Xanthylétine, cette coumarine a été décrite précé-
demment (KHAN er al., 1985). A partir d’'un extrait mé-
thanolique (cf. infra) 142 mg sont purifiés.

e Substances extraites de Calophyllum sp.

M.G. KUNESH, chimiste au CNRS, nous a confié des
extraits purifiés par ses soins de :

acide calophyllique
calophyllolide |
calophyllum «cubay
tomentolide B -

dont les structures possédent un cycle chroméne.

AC,CALOPHYLLIQUE . CALOPHYLLOLIDE

COQH
0
N\ /,O
NN

OH O

TOMENTOLIDE B CALOPHYLLUM “CUBA"

Figure 1 Structures de l'acide calophyllique, du calophyllatide,
du calophyllum “cuba” et du tomentolide B utilisés puur Ies tests
comparatifs de toxicité in vitro.

® Scoparone, la 6,7 - diméthoxycoumarine de synthése
est fournie par les laboratoires Sarget.

LY
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Punﬁcatlon de la sesélme

O Les extrmts méthanohques de tissus de racmes sont
SRR ‘parnellement purlﬁés par. chromatograpluc sur plaques en
- couches épaisses” de silice 'H’ (Flucka) ‘avec le mélange
hexane acétate. d’éthyle (l 5 1) pour éluant .

440 mg de cet extralt sont chromatographxés sur 40 gde

’ sxlxce Merck- Kieselgel 60 H a I'aide d’un appareil de chroma-
tographie liquide & haute performdnce (CLHP) Jobin et
.Yvon et élués par un mélange d’hexane et d’acétate d’éthyle
EC (4 7:1). On obtient ainsi, avec un rendement de 16 p. 100,
A ‘68 mg de sésélme S '

- Etude analytiqﬁe de la séséline. .

: *o‘ Cl\rofnatograpl\ie sur couche mince de silice iCCM).

Les 'études de m'igratio‘n sont réalisées sur plaques
Schleicher et Schilll avec-les systémes éluants :

: .Hexane acétate d‘éthyle (2 1) [Hx-Ae (2 :1)]

‘Hexane - dcétatedethyle méthanol (60:40: 3)
"[Hx -Ae - Me (60 : 40 :3)] : i

N dichlorométhane (CH; Clp) -
: chlqroforme (CInH “, :
.chloroforme méthanol(95 5)[C|f Me (95 5)1

La sésélme est déue]ée sur les chromatograplucs par sa
ﬂuorescence en ultrd-wolct a 254 et 366 nm. i
' Pu1s la coumarme est révélée par pulvénsatlon de
) p-mtramllne (Ioc czt ). ,

. Chroumtogmplub hquxde a haute performance (CLHP)

. La rétentlon de la sesélme, ainsi que de la xanthylé-
- tine et de la scoparone, est determxnée sur deux types de

-'supports silicc et silicc grcfféc en Cl 8. . i

) Les gradlents de lapparell Chromatem - Touzart et
Mangnon ;=" .sont pﬂotés ‘4 l'aide d’'un micro-ordinateur
Apple Il L O o . . {
E ‘ . ' g

violet 2 250 nm et 4.280 nm a l'aide d’un détecteur Shi-

madzu et par réfractom,é,tne avec un détecteur Knauer.
v, (A,' B “ . . '

Les colonnes de 3/8” x 30 cm sont protégées chacune

par une pré~colonne de. 3/8” x5cm. Co \s

i
L’¢lution - des colonnes de silice nucléosil s - est
réalisée par un gradxent d acétate d’éthyle dans 'hexane.

Celle des colonnes de silice greffée en CI8 - nucléosxl
- ODS2 deSp - - par-un gradient & :.lLLlOllllnlL dhns unc
. wluuon dLélquL as o/oo

foa

La détectlon des substances est réalisée dans lultra-

ERR

Détermmatxon de structure de la sésélme. .

La structure de la coumanne est étabhe parﬁ.,

e spectrométne de masse - a l’alde d un apparell CG -
SM (chromatographe en phase gaseuse - spéctrométre de
masse) Nermag R10 - 10C, piloté par ordmateur, en impact
élecfromque et en 1omsatxon chimique (NH3) '

‘e Spectrométne par Résonance Magnéthue Nucléaxre.

Les spectres sont étabhs avec un appareil Bruker de
400 MHz dans le CD Cl3 avec le TMS pour référence.

e détermmatlon du pomt de fusion sur un appareil
Thermovar Rclchert par référence aux données bibliogra-
- phiques.

|
. Tests de toxicité in virro. ‘

Ils sont réalisés par des techniques décrites précédem-
ment (VERNENGHI, 1985 ; KHAN et al., 1985) soit pour
Je Cladosporium cladosporioides en CCM, soit pour le
P. parasitica et pour le P. citrophthora en Iamcs a conca-
v1té sous faible tension d oxygéne

RESULTATS

La'séséline n'est pas décelée dans les tissus des plants
non inoculés. Cette chroménocoumarine est synthétisée,
tant dans les racines que dans les tiges aprés I’ moculatlon
expénmentale de’P. parasmca et de P. citrophthora

Caractérisation de la séséline. -
Caractéres chromatographiques.

een CCM

La mxgranon de la séséline est comparée a celles de la'

xanthylétine et de la scoparone dans 5 systémes éluants. -

Le tableau 1 mdlque les positions respectxves des troxs ‘

coumarmes

eenCLHP. ..

Les rétentions des trois coumarines sont évaluées d'une
part sur colonne de silice éhiée avec des solvants organi-

ques, - d’autré part sur colonne de silice greffée en CI8,

éluée par 'acétonitrile en solu’tion acétique a 5 p. 1000.

Le tableau 2 présente les résultats obtenus.

) Détermination de structure.
e enspectrométrie de masse: . : :
Le poids moléculaire de la séséline est caractérisé par

le pic moléculaire & M 228 et dans la fragmentation par
Pion & m/z 213 caracténsuque de la perte d'un groupe mé-

; thyle }
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1
R IR dxchlorométlmne [CHZ Clz]
N IV < chloroforme [CIf]-

-hcxané dcétdtc d‘éthylc-métlmnol‘[llx' Ae Mc(GO 40 3)]_; :

i

chloroforme méthanol [CIf - me (95 5)]

| Fn.iui!.s -vol. 42, n’

D e o e A Sl S0

2,1987

l- I 11 v '

Séséline.~ A .0,68 0,83 0,33 0,53 0, 76
Xanthylétine 0,57 0,77 0,40 0,46 0, 87*
".Scoparone 0,22 0,59 '0,40 0,46 0,86

TABLEAU 2 - Elution des trois coumarines.
+ - sur colonne de silice 54 3/8"" par un gradient de 0 2 45 p, 100 d’ acétate d’éthyle dans L

I'hexane ayec un plateau .27 p. 100

- sur colonne de silice 5; 3/8" greffée en C18 par un gradient d’acétonitrile dans une

solution acétique a 5 p. 1000

1

i

|

o TR : temps de rétentioni  Ae : acétate d’éthyle Actn : acétonitrile
A ! TR (mm) | p. 100 Ae [ TR en mm |p. 100 Actn
- Séséline 60 27 59 72
_Xanthylétine 64 27 56 65 .
Scoparone 62 27 . 42 45

e en spectrométric de Résonance Magnétique Nuclé-
aire (RMN) (figure 2).

Les données en. RMN du proton fournissent une infor-

mation sur les déplacements chimiques notamment des -

protons aromatiques. -

RMN 'H a 200 MH,, (CD Cl3/TMS) sppm : 76(d lH)
7,25 (d,1H) ; 685(d 1H) ;6,7 (d,1H) ;6,2 (d, IH) ;
5,7(d, IH); 15(12CH3)

Les constantes de couplage des protons aromatiques
et la multiplicité des signaux ont permis de positionner
les substltuants et dattnbuer la structure de la séséline

FR 155-1 CDCL3 NK

Figure 2 o Spectre de [a séséline établi

(figure 3). En particulicr la valeur 91z est en faveur d une |
ortho pour la séséline

constante de couplage en. position

il
i
)

I ' 1

tandis que la xanthylétine est caractérisée par deux singu-
lets résonnant a 7,03 et a 6 72 ppm correspondant a des

protons en position para.

Ces caractéristiques sbcctmles éorrespondcnt a celles
établies pour la séséline par SHANBHAG et al. (1964)

et GRAY et al. (l 978)

e par le point de fusion : o

Le point de fusion est de 110-1
conforme aux données bibliographiqu

fL3°C. Cette valeur est

s (KATO, 1970). .

BRUKER g5 par Résonnance Magnétique Nucléaire
DATE 18108 132 dans le CD CI3 surunappareil Bruker |-
ST. 80.130 de 400 MHz. ’
o1 3341.000
sl 16384 i
. TD 16384 |
sV 2403.846 !
HZ/PT 293 .
PV 30 !
RD 3.000 ]
AQ 3.408 |
RG 20 i
NS 8 ‘
TE . 295 {
FV 3100
02 3707.112
DP 251 PO
L8 300
GB 0.000 .
cx 37.50 ; !
cyY 0.00 ] !
Fi 2200.20 i [
F2 49.88 l . }
HZ/CM  60.002 ! :
“PPM/CM  .300 | u 1
SR 2339.50 \__/ L_J R ‘ uu“. :
T Y T T T Y T T ; T T T
PPM 100 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 30 ’ 2.0 1.0 0.0

¥
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Etude comparanve de la toxlcxté in tvitro. i :

La' loxnute de la 5esclmc in vitro pour le Phytophthora

parasitica et le P. citrophthora, en microculture en lames a

- concavité sous faible tension doxy;,ene est comparée
a celle des deux autres couxmrmes .
C S :
*En OlltlL ces résultats sont mis cn parall¢le avee ceux
oblenus en incorporant au wmilieu de culture quatre pro-‘
duits naturels poaaul.ml un Lyt.lb (.hromcm v
o : TR i- i :
Dans " ces conditiois experlmentdlu la séséline a la
- concentration de 10 ',ug/ml provoque une, inhibition de’

- croissance d’environ 50 p. 100 dés la 12e heure d’incuba-

tiotl. Puis celle-ci-décroit.entre. 16 h et 36 h jusqu'a une

© valeur de 30 4 40 p. 100 qui se maintient jusqu’au 3c jour. -
" Ensuite doit intervenir une dégradation par le parasite qui

se traduit par une lnl)lbmon dt, 15 p. 100 stable & partir
dudej Jour ’

2000}~
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Longueur des hyphes. {(pm)

¥
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Par 6ontre, A la doncentration de 20 ug/mi Pinhibition

initiale vers 12 hestide 'ordre de 75 p. 100 ; elle tend 2

augmenter falhluncnt entre 16 h et 24 h puis se stabilise
de nouveau i la valou} initiale (m,ure 4). . 0o

j 1 L i
Ces résultats *mx;jlquent qu’a cette concentration la
séséline bloque chezle P. parasitica lmducthn d’enzymes

o
P |
’ I

‘ capables de modnﬁ{:r ‘a toxxcxté dela coumariné: I'

y" ﬁ ly

jA ‘la concentratlon de 20 . yg/n‘il la xanthylétme est

' davantage dégradée- que la séséline-a partir de 36 h,sa toxi-

cité, se stabiliso autolr de 50 p. 100 pour: le :P, parasmca

-dés. le de jour: Un processus sxmllalre ‘mais plusratténué
“est observé. pour la scoparone qui provoque ‘aussi une

inhibition de | ordre de 50 p lOO apr'es 96 h d mlcubatxon
]

La comparaison de la tox1c1té des coumarmes aprés
48 h d’incubation in vitro montre claxrement que Pinhibi-
tion dépend non seulement -de la con centratlon mais aussi
du parasite éprouvé (figures 5 et 6).

b
’ |

. Le P parasitica, dés la concentration de 15 ug/ml ne

" parvient pas a dégrader la séséline. Au contraire, celle-c1 ne

bloque pas ‘complétement la croissance du P, cxtrophthora
a75 pg/ml (mluhmon de 91 p. 100) e i

Sur la figure 6 les modifications de pente des courbes
d’ mhlbmon du P. citrophthora par ld|scoparone et la xan-
thylunm. font présumcr que le phénoméne est plus i impor- )
tant. pour ces deux coumarines. Tout fois & la concentra-
tion de 150 pg/mi, le parasnte ne parvient plus a détoxxﬁer
les trois coumarines. : A il ,

C

' - i
l

oy

3 27°C en fonction du temps d'incubation par la séséline, la xanlhyletme et la-scopa-
. Tone & la concentration de 20 pg/ml. - . T '

1 = 16 heures d‘lncubatlon ’
2-24 »n - oo
3 =36 S
4 =48 . v i
"B =60 . o | !
6 = 4 jours d' mcubauon !
7 =

5 o L

i
!

1

; .
i ot

I
' '

) 2348567 12346567

Y

234567 |2 34567

.
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"o XANTHYLETINE
O  SESELINE
* SCOPARONE

e
. Q
o
1

100 (pg/ml)

Flgure 5 o Incidence de la cancentration en coumarines sur a crois-
sance invitro des hyphes de P. parasitica {souche SF).
Temps d'incubation : 48 h ~ Température : 27°C.

Les quatre substances isolées de Calophyllum se révélent
moins toxiques pour le P. parasitica que les 3 coumarines
précédemment citées (figure ‘7). Leur DL 50 sont 2 peu
prés homogénes et oscillent entre 50 et 75 ug/ml sauf pour
le Calophyllum *cuba® Dés 24 h d'incubation, de nettes
variations de toxicité, signe d’un début de biodégradation

* des substances, apparaissent notamment pour 'acide calo-

phyllique dont la courbe d'inhibition présente un palier
étendu entre 50 et 150 pg/ml. Dans tous les cas, une inhibi-
tion totale de croissance du parasite est obtenue pour des

* concentrations de 200 4 250 pg/ml.

Accumulation de la séséline dans les tissus de racines de
plants inoculés,

Les analyses chromatographiques réalisées en CLHP sur
colonne de silice greffée en Cl8 révélent que la synthése

‘de séséline est accrue aprés l'inoculation de souches de

Phytophthora sp. Afin de circonscrire et de quantifier la
réaction, on procéde a des co-injections de séséline purifiée,
a plusieurs concentratxons avec une partie des extraits de
tlssus étudiés.
t
Ce procédé est aussi utilisé pour comparér 1'évolution
des.teneurs en xanthylétine et en scoparone apres les infec-
tions expenmentales 1

Fruits - vol, 42, 1°2, 1087

o XANTHYLETINE
© SESELINE -
* SCOPARONE

1000-\-

{
il
'
'

Longueur des hyphes (umj -

Y
(o]
[&]

1

]
100 (pg/ml) 150

UI'IITTI;'
0 50 :g

Incubation : 48h - Température 271[:. l’
L

Pendant le premier mois suivant-Pinoculation de souches
de P. parasitica et de P. citroplithora, les teneurs en séséline
augmentent. Son accumulation est maximale dans les tissus
de plants inoculés avec la plus forte prewon d’inoculum
(6 mg de mycélium sec/plant) de la souche 'avirulente de
P. parasitica. Dés le second mois, la-souche pathogéne de
P. citrophthora (avec un moculum correspondant & 3 mg de
mycélium sec par plant) provoque d'importantes nécroses
racinaires ; I'analyse des extraits de tissus en CLHP révéle
unc réduction des concentrations en séséline. Trois mois
aprés des infections expcnmcntﬂes réalisées avec la méme
dose d’inoculum (3 mg de mycéllum sec pdr plant) les
teneurs en séséline restent élevées dans les tissus de racines
inoculées par le P. parasitica (nécroses limitées et cicatri-
sées), clles régressent dans ceux des plants lnoculés par le
P, citrophthora (racines secondaires détruites; a plus de 50

p. 100). La figure 8 illustre cctte évolutnon La comparaison
d mtensnté des pics correspondant:  la séséline fait présumer ]
une différence d’accumulation dcnvnron 2'[) p. 100 plus
forte dans le cas de la résistance au P. parasitica. De méme
‘dans les extraits de tissus inoculés par le P. citrophthora, la
surface des pics correspondant 2 la xanthylétme est réduite
d’environ 50 p. 100 par rapport au motif correspondant
au P. parasitica. Par contre, dans les deux types d'infections,

les pics correspondant i la wn&rlbutlon de la scoparone
savérent réduits. i

'
it
'
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: Modulatxon dela synthese de séselme par des médiateurs
chlmtques

. Nous avons indiqué (KHAN et RAVISE, 1985 ; KHAN
et al., 1986) que la modulation des réactions de défense par
- le TEPA et par des éliciteurs fongiques provoque des modi-
fications semblables de synthése de facteurs de résistance

chez: Voranger Vulx.nua lm, e mecuus trifoliata et le
Rough lz.mon

. Nous examinons ici la modulation de Paccumulation de
séséline provoquée pur ces traitements. Deux mois aprés
. Pinoculation de P. citrophthora, la teneur en séséline est
quatre fois- plus importante que chez le témoin inoculé
(figure 9) dans les extraits de plants traités par le complexe
"~ 15 hydroxy arachidonique/ i cyclodextrines.

© Daas les mémes conditions expérimentales, e traitement
par la galactosaming provoque le doublement de la concen-
tration en séséline, I'application de TEPA sceulement une

) uug,muntmon de 50. P 100 do. u.tte concentration (figure
lO) R : ) s :

. Les_ stimulations de synthése de la xanthylétine et de
scoparone sont mdins importantes. Dans le cas du traite-
ment le plus efficace; avec le complexe arachidonique, la

"lordrc de 30p lOO :: ;

: propomons

surface du pxc de- la xanthylétme semble augmenter de

40 p.- 100, celle du pxc correspondant é la scoparone de

Troxs mois apres lmfecnon pat, le' &5 cxtrophthora,

- alors. que” les . racines :des’ p]ants inoculés"sont fortément

“attaquées (cf buprd) ‘les nécroses, paraissent stablllsées chez
- les :plants trzutés par le TEPA v par le.e mplexe arachido-
mque LT

A ce stade le fonz,ncnde el lo complexe éhc:teurs provo-

‘ quent des téacnons semblables A celles, décrites’ &2 mois.
. Toutéfois; on .observe une diminution de: surface- des pics
) correspondant a'la séséline, celle-ci est:évaluée 2 un_tiers
“dans l'un et l'autre ‘motif. -Les diminutions des: ‘eneurs

en xanthylétine et en ssoparone évoluent dans les mémes

DISCUSSION - CONCLUSION ™ - 1,

Comme chez d’autres plantes cultivées (STOESSL,.
1983 ; TAQUET et al., 1985 ; VERNENGHI er al., 1986
inter al.), les mécanismes de défense des Citrus contre des
Phytophthora sp. impliquent plusieurs voies métaboliques.
Parmi celles-ci les biosynthéses de composés phénoliques,
en particulier de coumarines (KHAN et al., 1985 ,AFEK.W
et aI 1986 a), semblent prédomlnantes I i‘ o

° ' ' I

La .séséline est décrite comme coumarine constltutlve
des tissus des fruits de Selesi indicum et de Ruta pinnata.’
Elle se. trouve également ‘dans 1'écorce de Flindersia pi-.
mentalia, les tiges et les feuilles de (,arum roxburghianum

et de Myrlopszs sp. (SATI‘AR el al 1978). “

H .
Chez les agrumes que nous avons étudiés, la synthése
de séséline intervient de novo aprés lmfectxon expénmen-
tale. . . [ -1
. . I

Dans les tissus de racines de Rough lemon il s’accumule
environ deux fois moins de séséline que de xanthylétine.
Par contre, in vitro Pactivité biologique de la séséline’
s'avére meilleure que celle de son isomére. La spopaione,'
accumulée A faible concentration dansiles tissus d’aprés
nos expériences, posséde des propriétés inhibitrices intermé-
diaires les résultats étant acquis avec un produit de synthése.

Ces coumarines, en particulier la xanthylétine (KHANA
et al, 1985) peuvent étre dépradées partiellement par les
Phyrophthora sp, d’ot Vaspect des courbes d’inhibition de
croissance in vitro. Aurdeld d’un seuil variable selon la
souche de Phytophthora éprouvée, il semble que soit 1a
capacité a détoxifier 1a coumarine est bloquée soit une
seconde cible métabolique du .parasite est atteinte. La
souche de P. parasitica avirulente pour le Rough lemon est
particuliéremént sensible a la séséline. La toxicité de cette
substance in vitro semble - bien que les souches éprouvées .
soient différentes - plus importante que celle des. autres
groupes de coumarines (RAVISE et KIRKIACHARIAN, .

]‘){76, 1978). Pur contre, les études de toxicité réalisées avec

des acides calophylliques et le tomentolide B, ne fournissent

" pas d’indications positives sur la contribution du cycle chro-

meéne 2 la toxicité pour des Phytophthora sp. Ces quatre
substances s'avérent moins inhibitrices que la séséline et
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presentent le meme phénomene de plateau de toxicité que
la xanthylume en parhc.ulu.r l acide cdlophy]hquc

" Les analyscs chromatogrdphlques en CLHP mettent en
éwdencu une relation entre P’accumulation de séséline et de
xamhyletmc dans les tissus des racines et le blocage des
necroses provoquées pdr le P parasmca

De meme, les concentratlons en coumarines dans ces
tlssus demeurent importantes tant que, sous la pression
d’inoculum, le P. citrophthora n’a pas surmonté la réaction
de défense du Rough ‘lemon. Dans les mémes conditions
expenmc.ntales 1’accumulation des coumarines est accrue
par lapphcatxon de - TEPA, d’éliciteurs fongiques ou d'un
(:omplexe en dérivant, avec pour conséquence l’arrét de
Pinfection. Il semble donc s'agir d'un mécanisme de résis-
tance modulable par P'application de médiateurs chimiques.

Au stade actuel des recherches il n’est pas possible

111

d’évaluer. exactement la contribution de la séééline et des
autres LOII][)()béb phénoliques aux” propriétds “curatives du
TEPA en vergers (LAVILLE .ét CHALANDON, 1982)
d'autant que ce fongludc posséde des propriétés inhibi-

“trices in vivo. Les investigations se poursuivent selon deux

dlrecnons d’une part I'élucidation .des ‘autres yéactions de
dafcnsc des Citrus contre des Phytophthora sp., d’autre
part la recherche de méthodes de stlmulatlon de la résxs-

"tance transposable dans la prathue

\
.
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