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SUMMARY - Citrus tissues infected by Phyfophfhtn sp. accurnulated 
scsclin. This chromeno coumarin was identifled by A l a s  Spectrometry 
Nuclear Magnetic Resonance and melting point. 111 W o .  the growth 
of a virulent strain of P. citroplifhora was less inhibited than that of 
an avirulent strain of P. parasifica. This difference could be the 
consequence of a partial detoxification of the coumarin. Sesclin 
synthesis in roots WDS triggered by treatrnents of Citrus plants with 
Fosetyl Al, fungal elicitors or a /j-cyclodextrin - arachidonic acid 
inclusion coinplex. 

RESUhlE . La séséline, une chroménocoumarine est accumulée dans 
les tissus de Citrus inoculés par des Phyfophf l~ora  sp. La structure 
déterminée par spectrométrie de masse, résonance magnétique nu- 
cléaire est confirmée par le point de fusion. La toxicité in uitro est 
plus importante pour une souche de P. parasifica avirulente que pour 
une souche pathogène de P. citrophfhora, cette différence pourrait 
résulter d’une biodégradation partielle par le parosite. La synthèse 
de séséline dans les tissus racinaires est stlmulée par un traitement 
au phosétyl d’aluminium, l’application d’éliciteurs fongiques ou 
d’un complexe acide arachidonique//J cyclodextrines. 

, . ’  

INTRODUCTION 
I I  

Parmi les réactions aux agressions parasitaires, l’accu- 
mulation dans les tissus de l’hôte de produits de son méta- 
bolisme secondaire, préexistants ou postérieurs i l’infection, 
contribuent au blocage des agents pathogènes (STOESSL, 

‘ 1983 ; SMITH, RAVISE et BOMPEIX, 1984 ; EBEL, 
I 1986). Lors des réactions de défense des Citrus contre les 
I PIiptopkrhoru sp., itgciiis tIc In gouitiiosc, ititcrvicntict!t ctcs ’ 

syii 1lii.scs de sit bstanccs iiiliibitriccs tlc n;tturc tcrp6t: !que 
et phénolitp~e (KHAN et IIAVISE, 1985), seule la xantho- 
xyline étant identifiée (HARTMANN et NIENHAUS, 
1974). Dans une première étapi, nous avons décrit une 

coumarinc, la xaiithylCtine, e t  établi ses propriétés inliibi- 
trices iri vitro pour le P citropliilioru (KIIAN et u1 , 19851, 

,Plus récemmcnt, une ditndtltoxy coumarinc, la scoparone, 
a f t f  prCscritCc cotiinic pliytoalcxir~c tlcs Citrus (AFEK 

7 
’ 

C f  al , 1986 a et I ) ) .  

La présente dtude conceme I’élucidation de la structure 
d’une cliroméno coumarine, la séséline, ses propridtés bio- 
logiques iti vitro et la modulation de sa synthèse dans les 
tissus racinaires après l’inoculation de Phytophrhora sp. 

Chez les vigétaux Cultivés, des coumarines contribuent 
aux réactions de défense (EBEL, 1986 inter al.). Nous avons 
décrit les propriétés inhibitrices pour le P. parasitica et  ses 
ciiLyriics d’agrcssioti de plusieurs groupes dc countarincs 
cn foiictioii de Icurs substitualits (RAVISE et  KIRKIA- 
CHARIAN, 1976 ; RAVISE et al., 1980). La toxicité de 
la séséline est comparée 51 celle de quatre substances natu- 
relles possédant une structure proche de cette chrom6no 
coumarine afin d’Cvaluer, dans la mesure du  possible, la 
contribution du cycle chromène A l’inhibition des Phyto- 
plitlioru sp. in vitro. 

LAVILLE et CI1ALANDON (1982) ont  déniontrd 
que le phosétyl d’aluminium (TEPA), fonnicide svstémi- - 

* - Annie VERNENGHI et A. RAVISE - Laboratoire de Phytopatho- 
logie de I’ORS‘TOM - 72 route d’Aulnav - 93140 BONDY. 
Florence RAMIANDRASOA et Sylvalne CHUILON - t.aboratoiro 
des Médiateurs chimiques. INRA-CNRS - Domaine de Brouessy - 
Magny les Hameaux - 78470 SAINT REMY LES CHEVREUSE. 

que, possède des propriétes préventives e t  curatives contre 
les agents de gommose des agrumes. Par ailleurs, BQMPEIX 
et SAINDRENAN (1984) ont Ctudié in vitro la toxicit6 
du TEPA pour plusieurs espBces de Phytophthora dont  
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des parasites des agrumcs. 

CJlt6ricurcmcnt, iious avons 6t:ibIi U I I C  rcl;itioii ciilre 
l'application de TEPA et I'accuniulation accrue de facteurs 
de resistance chez des Citrus (KHAN et al., 1986). Les 
resultats obtenus lors de 1'Ctude de la synthèse de la sese- 
line tendent à conforter ces observations. 

MATERIEL ET TECHNIQUES 

La méthodologie reprend pour l'essentiel les procedures 
experimentales décrites precedemment (KHAN et al., 
1985 et  1986). Nous les rappelons succinctement. 

' Materiel vbgétol. 

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

600 plants de Rough lemon, âgés de 12 à 14 mois, 
sont cultives en pots dans des serres à 22-26OC, avec un 
éclairage d'appoint pour la production de  phytoalexines. 

D'autre part, 650 plants sont cultivés dans les tnCmes 
conditions pour les etudes de modulation des réactions 
de défense. 

Souches de Pliytoplithora sp. 

Elles proviennent de  la mycothèque de I'IRFA Q klont- 
pellier. Une souche de Phytopk thora parasitica DASTUR 
(SF) est utilisCe avec une souche de P. citroplitliora (SMITH 
and SMITH) LEON (BB 13) qui s'est averée la plus patho- 
gène au cours des essais antCrieurs. 

Techniques d'inoculation. 

L'inoculum est prépare en milieu liquide sur une décoc- 
tion de pois glucosée et  supplémentée en thiamine, avec 
incubation de 2 semaines B 27OC et  à I'obscurite. 

Après dilaceration des thalles à l'aide d'un broyeur 
turmix, I'inoculum est apporte à des doses correspondant 
respectivement B 1,5 mg, 3 mg et  6 mg d'equivalent de 
mycelium sec. .' 

Après decapage du  collet et scarification des racines 
superficielles, le broyat mycélien est verse Q la base de  
chaque. plant. L'incubation se déroule dans les conditions 
ddcrites precédemment (loc. cif . ) .  

. .  Les récoltes d'tfcliantillons sont Cchelonn6cs entre un 
et trois mois, la preparation des extraits méthanoliqucs 
de racines effectuée comme lors des etudes precédentcs 
(loc. cit .) .  

Traitements chimiques. 

o Phoséthyl d'aluminium (TEPA) de Rhdne Poulenc. 

Lors de  l'inoculation, le fongicide est appliqué à raison 
de 250 mg en solution dans 25 ml d'eau au pied de chaque ' 
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plant. Le traitcincnt est renouve16 chaque mois. 

O ~;ill;ictos;illlille - tlc Siglllíl. 

Cet oligomère de chitosane, Bliciteur fongique, en solu- 
tion aqueuse, est fourni à la dose hebdomadaire de,, 1 O0 pg 
par plant pendant un mois. La remanence du  traitement 
est Bvalube pendant deux mois. 

o Complexe 15-hydroxy arachidonique inclus dans des 
p cyclodextrines. I 

Ce produit fait l'objet du brevet ANVAR no 8605001. 

Le complexe est incorpore au niveau du collet dans une 
perforation des tissus de 2,s mm de diamètre, B raison de  
4 A 5 m g  (sait 0,45 mg d'acidc gras), L'orifice est ensuite 
bouclid ilvcc uin mastic horticole. 

I 
L 

Produits de rbférence pour tests de  toxicit6 (figure 1). 

o Xanthylétine, cette coumarine a Bté décrite precé- 
demment (KHAN e t  al., 1985). A partir d'un extrait me- 
thanolique (cf. infra) 142 mg sont purifies. 

o Substances extraites de C'alophyllutri sp. 

M.G. KUNESH, chimiste au CNRS, nous a confie des 
extraits puriri6s par scs soins de : 

acidc calopliyllique 
calopliyllol~ide . 
calophyllum ((cuba)) 
tonientolide B ,i 

dont les structures possèdent un cycle chromène. 

AC. CALOPHYLLIQUE 

TOMENTOLIDE B 

. CALOPHYLLOLIDE 

-COOH 

CALOPHYL LUM "CUBA" 

Figure 1 Structures de l'acide calophyllique, du calophyllolide, 
du calophyllum "cuba" e t  du tomentolide B uti l isés pour les tests 
comparatifs de toxici té in-iilrg. , 

o Scoparone, la 6,7 - diniétlloxycoun~arine de synthèse 
est fournie par les laboratoires Sarget. 



’ Purification de  la sés6line. 

Les extraits nidfl{anoliques de tissus de racines sont 
partieIIenlent purifies par chroniatogiaphie sur plaques en 
couches épaisses de silice H (@&a)  avec le melange 
hexane -acétate d’ 

O mg de  cet extrait sont chromatographies sur 4 0  g de  
&lice Merck Kieselgel 60 €1 B l’aide d’un appareil de chroma- 
tographie liquide B haute performance (CLHP) Jobin e t  
Yvon et  61ués par un melange d’liexane e t  d’acCtatc d’ktllyle 
(4 : 1). On obtient ainsi, avec un rendement de 16 p. 100, 
68 nig de seseline. 

le (1,s : 1) pour eluant. 

I 

I 

Etude analytique de  la sdséline. 

o Chromatographie sur couche mince de silice (CCM). 

Les etudes de migration sont realisees sur plaques 
Schleicher e t  Schiill avec.les systèmes eluants : 1 

Hexane - acetate d’6thyle (2  : 1)  [FIX - A e  (2 : I ) ]  
Hexiine - acétate d’dthyle - 1n8tllanol (60 : 40 : 3) 

dichlorométhane (CH2 C12) 
chlqroforme (Clf) 
chloroforme m8tl~ano1(95 : 5)  [Cif - Me (95 : 511 

. 
[ l fx  - A C  - Me (60 : 40 :3)] 

La sCsCliqe est dicelee sur les chromatograpllies par sa 

Puis. la coumarine est rCv&e par pulvCrisation de 

fluorexence en ultra-violet II 254 et 366 n ~ n .  

p-nitraniline (loc. cit. 1. ’ 

o Chromatographie liquide haute performance (CL1-W) 

La retention de la séskline, ainsi que de la xanthyle- 
.tine et de la scoparone, est determinee siir deux types de 
.supports : silice ct silice greffdc en c l  8. 

Les gradients de l’appareil Chromatem - Touzart e t  
Matignon - sont pilotes B l’aide d’un micro-ordinateur 

ction des substances est r6alisCe dans I’ultra- 
violet B 250 nm et  B 280 nm B l’aide d’un detecteur Shi- 
madzu e t  par rkfractometrie avec un détecteur Knauer. 

1 
Les colonnes de 3/8” x 30 cm sont protegees chacune 

I 

L’Clution des colonnes de silice nuclCosil 5 r t  - est 
rCaliske par un gradient d’acttate d’dthyle dans I’hexane. 

Celle des colonnes de silice greffke en C I 8  - nucl6osil 
- par u n  giiltlicilt d’act5touitrilc t ~ h i i s  un: 

I 

1 
I 

par une prC-colonne de 318” x 5 cm. 
! 

I 

0 1 1 ~ 2  t ~ c  SIC 

solution acdticluc 5 o/vo. I 

Í 
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dtermination d e  stru 

a structure de la,coumarine est,& 
I .  

o spectromktrie de  masse A l’aide d’un appareil CG - 
SM (chromatographe en phase gaseuse - spectrometre d e  
masse) Nermag RIO - lOC, pilote par ordinateur, en impact 
Blecfronique et  en ionisatisn chimique (NH3). , 

o spectrometrie par Resonance Magnetique NuclCaire. 

Les spectres sont Btablis avec un appareil Bruker de  
400 MH, dans le CD CI3 avec le TMS pour r6fdrence. 

1 o determination du  point de fusion sur un appareil 
Thermovar Reichert par reference aux donnees bibliogra- 
phiq ues. 

1 ’  

Tests de  toxicite it1 vitro. 

Ils sont realises par, des techniques decrites precedem- 
ment (VERNENGHI, 1985 ; KHAN et al., 1985) soit pour 
,le Cludosporitrnl cludosporioides en CCM, soit pour le 
P. purusitica et pour le P. citrophthora en lames B conca- 
vite SOUS faible tension d’oxyghne. 

RESULTATS 

La-sCsCline n’est pas dCcelCe dans les tissus des plants 
non ¡noculCs. Cette chromQlocoumarine est syntb6tiske, 
tant dans les racines que dans les tiges après l~inoculation 
expCrimentale deï? parasilica et  de P. cftrophrhoru. ’ . 

Caracterisation de  la sdseline. 

Curacthres chrontatogruphiques.~ 

o en CCM 

La migration de la seseline est comparee B celles de la 

Le tableau 1 indique les positions respectives des trois 

xanthyletine et  de la scoparone dans 5 Systemes Bluants. . 

coumarines. 

o en CLHP. 

Les retentions des trois coumarines sont Bvalu6es d’une 
part sur colonne de silice dude avec des solvants organi- 
ques, d’autre part sur colonne de silice greffke en C18 
elude par I’acktonitrile en solution acktique A 5 p. 1000. 

, 

Le tableau 2 presente les rdsultats obtenus. 

DL‘tertnlt~ation de stnictrrre. 

, o en spectrometrie de masse : I ! 

Le poids moltculai~e de  la seseline est caracteris6 par 
le pic molbculaire B M 228 et  dans la fragmentation par 
l’ion in/, 213 caracteristique de la perte d’un groupe me- 
thyle. 

, 

I 
l ,  
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TABLEAU 2 - Elution des trois coumarines. 
I - sur  colonne de silice 5fr 3/8" par un gradient de O B 45 p. 100 d'acttate d'éthyle da s 

I'liexane avec i t t i  plateau B 27 p. 100 1 ' :  
-sur colonne de silice 5,1r 3/8"ireffCe en C18 par uti gradient d'acCtonitrile dans 
solution acétique B 5 p. 1000 
T R  : temps de rétention Ae : acétate d'Bthyle Actn : acktonitrile 

I 

65 * 
Xantliylétine 
Scoparone 62  27 42  

I 

l 
l 
I 
I 

l 
I 

o en spectromitrie de RBsonance Magnétique Nuclé- 
aire (RMN) (figure 2). 

(figure 3) .  En particulier la valeur 911z est en faveur d'une 
coiistante de coupinge en position brttto pour la sbsélinc 
tandis que la xanthylétine est caractérisée par deux singu- 
lets résonnant B 7,03 et  B 6,72 
protons en position para. 

1 

Les données en RMN du proton fournissent une infor- I correspondant B des 
1 mation sur les deplacements chimiques notamment des 

protons aromatiques. 
Ces caractéristiqucs spectrales cbrrespondent A celles ' 1 

établies pour la séséline par SIIA BHAG el al. (1964) ' 
I 

I i 
RMN ' H  B 200 MH, (CD CI3/TMS)6pptn : 7,6 ( c l , l I I )  
7,25 (d, lH) ; 6,85 (d,  1 HI ; 6,7 (d, lH) ; 6,2 (d, I l i)  ; 
5,7 (d, 1H) ; 1,5 (1,2 CH3). 

et GRAY e! al. ( I  978). 

I I  

I l  I Les constantes de cdiplage des protons arorii:ttiqucs 
et  la multiplicité des signaux ont permis de positioiitier 
les substituants e t  d'attribuer la structure de la sCsCline 

e par I C  point dc fusion : 

Le point de f u s i o n  est tie I 10-1 13OC. Cette valeur est 1/ 

conforme aux dotinCes bibliograpliiquks (KATO, 1970). 
I I li 

, 

FR'155-1 CDCL3 NK 

BRUKER 
DATE 1.5-1 1-85 
SF 200.132 
ST . 80.130 
O1 3341,000 
S I  16384 
TD 16384 
SV 2403.846 
HUPT 293  
PV 3.0 
RD 3.000 
AQ 3.408 
RG 20 
NS 8 
TE . . 295 . -  
FV 
02 
DP 
L8 
GB 
cx 
CY 
F I  
F 2  
HZ/CM 

3100 
3707.112 
25L Po 

.300 
0.000 

37.50 
0.00 

2200.20 
49.88 
60.002 

PPM/CM ,300 
SR 2339.50 

Figure 2 Spec t r e  de la sCsClineCtabli 
par  Résonnance Magnét ique  Nucliaire 
d a n s  le CD Cl3 sur un appareil  Bruker 
d e  400 MHz. 
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'i I j  
Par contre, A !a concentration de 20 yrg/ml l'inhibition 

initiale vers 12 li estide l'ordre de 75 p. 100 ; elle tend 'A 
augihcntcr faiblcnicn~ entre I6 li et 24 h puis se stabilise 
de nouvcau.h Ia, vitIcit~ initiale (figure 4). 

. ? I  I 

, Ces rCsultaits iiniiquent qu'à cette conçentfation la 
séséline Floquet chez i le P. parusitica I'inpuCtiqn dTenzymes 
capables de I)lO$ifipr 

' .i '! ' 1 ' ! : : I  i ! i  8 . "  i 1 . ' ' 

iA $a $ooce'ntr?tion de 20 p i / h l ,  ¡a karithylktine est 
davantage dCgrbdCd;-que la sksCIine bartir de 3 6  hl sa toxi- 
cite! se] stabiliso autokr .de 5 0  p. 100.pour. l e2 .  parasifica 

toxicitk de la coumafnf).: I 
r .  

. I  .' 

I .  1 .  ! dès le 4e jour. Un processus 
est observe pour la scoparone 
inhibition de l'ordre de  50 p. 
(figure 4). . 

I Etude coinparatiye de la toxiyitk b r  vitro 
I 

I 
I 

La'toxicité de la sdskline it1 vitro pour le í'/iytop/iI/ioru 
parclsilica et I ~ ' P .  citroptiriioto, en microculture en lanies à . 
concavité sous faible tension d'oxygine, est comparce 9 

à celle des deux autres coumarines. 

'Eli otitic, ccs rd5iilti;tL sont itiis ci; para~ièlc qvec ceux 
obtcniis cn incorporatit a u  niilicu de cultpie quitre pro- 
duits n,iturcls poss~!tl.tiil 1111 cycle c,liroiiiCnc. ' 

' I  ! 

Dans ccs condilioils expCrimenta1es la sébilinc A la 
concentration de 10 pg/inl provoquc une inliibition de 
crbissaiice d'environ 50 p. 100 des Id 12e heure d'incuba- - tiori. Puis celle-ci dicroît entre 16 I1 et 36 11 jusqu'h une 
valeur dc 30 A 40 p. 1 O0 qui se maintient ju!,(Iu'uu 3 c ~ o u r .  

' Ensuite cioit intcrvcnir titic d~giatI;tti,on par IC pariisitc q t i i  
' se traduit par une iiiliibilioi~ d~ 15 p. 100 stable A partir 

La comparaison de la toxicitk des coumarines aprhs 
48 h d'incubation in vitro montre clairement que l'inhibi- 
tion dépend non seuleinent de la concentration mais aussi 
du parasite CprouvC (figures 5 et 6). 

1 

il/ , 
, 1.e P pcirmiriro, d&s la concentration de 15 pg/ml ne 

parvicnt pas à dCgrader la sCskline. Au contraire, celle-ci ne 
bloque pas complètement la croissance du P. cithphthora 
B 75,ug/lnl (inhibition de 91 p. 100). I '  

Sur la figure 6, les modifications !le pente des courbes 
d'inhibition du P citroplithoru par la scopatone et la xan- 
tliyldliiic font prCsiimcr que IC plidnoniène est plus impor- 
tant  pour ccs dcux coumarines. 'I'out&fois, la concentra- 
tion de 150 pg/ml, le parasite ne pardent plus B dCtoxifier 

c 

1 
., 

i 

c 

1 .  

les trois coumarines. :i ' :I, 
_ I  . 

1 '  
:,i 

" I 

I /  

Figure 4 Inhib i t ion in v i t ro  de lacroissance des hyphes de l?psrz&t&ca_ (souche SF) 
à 27% en loi ict inn du temps d'incubation par l a  sesiline, la xanthvl6tine et la scopa- 

, ione à l a  concentration de 20pg/ml. I 
1 = 16 heures d'incubation 

1 

2 = 24 19 I l 
4 =. 48 u I 
5 7 60 11 

Il i 
3 = 36 11 Il 

Il 

6 = 4 jours d'incubation! 
7 =  5 I' Il I 

\ '  
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I 

I 
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XANTHY LETlNE SÇOPARONE SESELINE 
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Figure .5 * Incidence de la concentration en coumarines sur la crois- 
sance in vitro des hyphes de l?parasitica (souche SF). 
Temps d'incubation : 48 h - Température : 27%. 

Les quatre substances isolées de Calophyllurn se rCvèlellt 
moins toxiques pour le P. parasirico que les 3 cournarines 
précédemment citées (figure 7).  Leur DL 50 sont ?I peu 
pr6s honiog6nes et  oscillent entre 50 et 75 pg/ml sauf pour 
le Calopliyllum *cuba? Dès 24 li d'incubation, de nettes 
variations de toxicitb, signe d'un début de  biodCgradation 
des substances, apparaissent notamment pour l'acide calo- 
phyllique dont la courbe d'iphibition présente un palier 
étendu entre 50 et  150 pglml. Dans tous les cas, une inhibi- 
tion totale de croissance du parasite est obtenue pour des 
concentrations de 200 A 250pB/ml. 

Accumulation'de la seséline dans les tissus de racines de  
plants inoculés. 

Les analyses cluoniatograpliiques rCalisées en CLIIP sur 
colonne de  silice greffée en C I 8  révèlent que la synthCse 
de sésbline est accrue aprds l'inoculation de souches de  
Phytophthora sp. Afin de circonscrire et de quantifier la 
réaction, on  procède B des co-injections de séséline purifiée, 
B plusieurs concentrations, avec une partie des extraits de 
tissus étudibs. 

I 

Ce procédé est aussi utilisé pour comparer I'é1,cjlution 
des teneurs en xanthylétine et  en scoparone après les infec- 
tions expérimentales. 1 

Figute.6 * I n h i b i t i o n  hi-vitIt de la  &oi¡ssance des hyphes de 554 
trophthora (ED) en fonc t ion  de  la colicelitration en -- _--- 
Incubation : 48h - Température : 27fC. a .  

I'endant le preinier mois 
de P. pmasitica et de P. citropIrtIi~ora. Ies teneurs en séséline 
augmentent. Son accumulation e!t maximale dans les tissus 
(le plants ¡noculCs avec la plus rorte pressioll d'itloculutn 
(6 ing de inycClium sec/plant) de la souclle 'avirulente de  
P. pcirasitica. Dès le second mois', la.souche pathogène de 
P. cirrophtkora (avec un inoculurm correspondant A 3 mg de  
iiiycCliurn sec par plant) provoqjie d'importantes nécroses 
racinaires ; l'analyse des extraiti dc tissus cn.CLHP révèle 
unc reduction des concentratioris en sbsCline. Trois mois 
après des infections expCrinicntaps réalisées avec la riiêrne 
dose d'inoculum (3 m g  de riiyéélium sec píir plant) les 
teneurs en sCséliric resteiit élcvCcs daris les t issh de  racines 
inoculées par le P. parusirica (nécroses limitées e t  cicatri- 
sées), elles régressent dans ceux des plants inoculés par le 
I! ciftoplrtltora (raciiies secondaires detruitesi I plus de  50 
p. 100). La figure 8 illustre cette &volution. Lq comparaison 
d'intensité des pics correspondant: A la sésélinme,fait prCsumer 
une difference d'accumulation d'environ 20 p. 100 plus 
forte dans le cas de la résistance !u P. parasitica. De méme 
'dans les extraits de tissus inoculés par le P. citropktkoru, la 
surface des pics correspondant Ya xanthylétine est réduite 
d'environ 50 p. 100 par rapport au motif correspondant 
au P. parusitica. Par contre, dans les deux type$ d'infections, 
les pics correspondant à la conhbut ion  de la scoparone 
s'avèrent réduits. 
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Figure 7 lrlfluence de la concentration en dérivtrs de chroménocou- 
niarines sur la croissance b-vllrrdes hyphes de l?pirasit ica (SF). 
Incubation : 24 h - Tenipérature : 27% 1 
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Modulation de  la synthèse de séséline par des médiateurs 
chimiques. 
Modulation de  la synthèse de séséline par des médiateurs 

. !  chimiques. 

Nous avons indiqué (KHAN et RAVISE, 1985 ; KHAN 
et al . ,  1986) que la modulation des réactions de défense par 

' le TEPA et .par des Clicileurs fongiques provoque des modi- 
fïcatipns seiiiblablcs de  syiithtisc' de facteurs (16 rkistaiice 
cllez :l'oranger Valencia ,late, IC &t~cir i~s frifoliutu et IC ; 

. ,  Rough Icmon. 
. f  . . , .  ' .  
, .  

, . 
' ' 

. Nous examinons ici la motlulatioil de l'accumulation de 
sésélinc provoquée par ces trqitements. Deux mois apris  
I'inoctilation de P. ciiroylithoru, la teiieur en sésilitlc est 
quatre fois.- plus importante que chez le témoin inoculé 
(figure 9 )  dans les extraitS.de plants traités par le complexe 

. 

. *. I S,+ydroxy ~rachidon¡quc//lcyclodextrines. 

' .  ' Duns les mêmes conditions exp6rimenta¡cs, le traitement 
' . par la galactosamine provoque le doublement de la concen- 

tration en sisiline, l'application de TEPA seuleriicnt unc . .  
.,I- . 
; >  IO) .  

alignlentation de 50 p. 100 tic Lette conccntration (figure , 8 ,  

b: . 
1 ,  - 
, 1- 

Les. stimulations de synthèse de la xanthylétine et  de 
scoparone sont nioins importantes. Dans le cas du traite- 
ment le plus efficace, avec le complexe arachidonique, la 

. ,  I .  

I .  

. .  . .  . 
8 ..* . . 

. ' #  
c i  . 

I r .  
.i .:. ,., ' 

surface du pic de  la xanthylétine 

l'ordre de 30 p. 1 OO. 

alors que les racines des plants inoc 
attaquées (cf supra), les nécroses paraissent stabhisées chez 
les ,plants traitCs par le 

quent des réactions semblables A celles décrites a 2 mois. 
Toutefois, on observe une diminution de surface des pics 
correspondant à la siséline, celle-ci est évaluée un tiers 
dans l'un et  l'autre motif. Les diminutions des teneurs 
en xantliyl6tine et  en scoparone évoluent dans les mêmes 
proportions. 

\ 

1 

DISCUSSION - CONCLUSION I 1  

' Comme chez d'autres plantes cultivées (STOESSL, 
I983 ; TA(>UE'T et a l . ,  1985 ; VEKNENGI-11 er ul . ,  1986 
@fer ul. J, les mécanismes de défense des Citrus contre des 
Pltyroptirlioru sp. impliquent plusieurs voies métaboliques. 
Parmi celles-ci les biosynthèses de composés phénoliques, 
en particulier de  coumarines (KHAN ef a l . ,  1985 ; ' 1  AFEK 
et Ùl. ,'I986 a),  semblent prCdominantes., 

La séséline est decrite comme coumarine constitutive 
des tissus des fruits de Selesi itidicurn e t  de  Ruta pinnufa. 
Elle se trouve égalenient dans I'Ccorce de Flit~dersiu pl- 
rnetitulia, les tiges et les feuilles de Cururn roxburgiriuntrm 
et de Myrropsis sp. (SATTAR et d., 1978). 

i 
I l ! I  

l 
i; 
! I  

Chez les agrumes que nous avons CtudiBs, la synthèse 
de sCséline intervient de novo après l'infection expkrimen- 
tale, I 

I l 

Dans les tissus de racines de Rough lemon il s'accumule 
environ deux fois moins de séséline que de xanthyldtine. 
Par contre, in vitro l'activité biologique de la séséline 
s'avère meilleure que celle de son isomère. La scoparone, 
accumul6e a faible concentration dans; les tissus d'après 
nos expbiences, possbcle des propriétés inhibitrices intermé- 
diaires,lcs résultats &ant acquis avec un produit de  Syntlibse. 

Ces coumarines, en particulier la xanthylétine (KHAN 
er al, 1985) peuvent etre dégradées partiellement par les 
Pli)~roplitlioru sp, d'oc l'aspect des courbes d'inhibition de 
croissance in vifro. AurdelZd d'un seuil variable selon la 
souche de Pliyrophtiioru CprouvCe, il semble que soit la 
capacité à détoxifier la coumarine est bloquée soit une 
seconde cible métabolique du parasite est atteinte. La 
soucl~e de P. purusificu avirulente pour le Rough lemon est 
particulitirement sensible à la séséline. La toxicité de cette 
substance bi vitro semble - bien que les souches éprouvCes . 
soient différentes - plus importante que celle des autres 
groupes de coumarines (RAVISE et KIRKIACHARIAN, 
1976, 1978). Par contre, les études de toxicit6 réalisées avec ' 
des acides calophylliques et le tomentolide B, ne fournissent 
pas d'indications positives sur la contribution du  cycle chro- 
nitine à la toxicitd pour des k%yfcJpkfhOrU sp. Ces quatre 
substances s'avèrent moins inhibitrices que la sésdline et  
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I Colonne desilice nucléosil 611 I 

munie d'une prÓcolonno-3/8~ '~ 5cm-  . 
gref fée en  C I 8  -3/8"x 30cm - 
& d e  par un gradient d'acétonitrile 
de 10 Q 99% dons une solution acótique 
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Figure 8 Analyse comparative en CLHP de la composition d'extraits méthanoliques de racines (correspondant h 10 mg de 
tissus frais) de plants de Rough lemon inoculés par le eparasi t ica ou par le P. citrophthora. Durde de l'infection expéri- 
mentale : 3 mois. 

P. CITROPHTHORA 

COMPLEXE D'ACIDE ARACHI- 
MW"UE/p  CYCLODEXTRINE. 

Condit ions experimentales 
analogues 4 celles de l a  
f igure 8. 
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Figure 9 0 Analyse comparative en CLHP de la composition d'extraits méthanoliques de racines (correspondanthl0 mg de ._ 
tissus frais) de plants de Rough lenion inoculés par le  f? citrophthora ou inocules e t  traités par l e  complexe d'acide arachido- 
nique/ß cyclodextrine. Ourbe de l'infection : 2 mois. 

Conditions expérimentales 
analogues Q celles de la  
figure 8. 

P. CITROPHTHORA 

TEPA 

Figure 10 Analyse comparative en CLHP de la composition d'extraits méthanoliquesde racines (correspondant B 10mg de 
tissus frais) de plants de Rough lemon inoculés par le  P. citrophthora ou inoculeset traitéspar le  TEPA. Durée de l'infection 
expérimentale : 2 mois. 
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présentent le même plidnomène de plateau de toxicit6 que 
la xantliylCtine, cn particulicr l'acide calophylliquc. 

Les analyses chr~,niatogr:iphiqiie~ en CLIiP rncttcnt en 
évidelicc uiic relation cntfc l'accumulation de skséline et de 
xaiithylétinc dans Ics tissus des racincs et le blocage des 
nécroses provoqudcs par I C  P. purasifica 

De même, les concentrations en coumarines dans ces 
tissus demeurent importan tes tant que, sous la pression 
d'inoculum, le P. cifrophfhora n'a pas surmonte la reaction 
de défense du Rough lemon. Dans les rnëmes conditions 
expêrimentales, l'accumulation des coumarines est accrue 
par l'application de TEPA, d'dliciteurs fongiques ou d'un 
complexe en dérivant, avec ,'pour conskquence I'arrët de 
l'infection. I I  semble donc s'agir d'un mécanisme dc risis- 
tance modulable par l'application de médiateurs chimiques. 

Au stade actuel des recherches il n'est pas possible 

d'dvaluer. exactcmcnt la contribution de  la seseline et des 
autrcs composds plidnoliques aux propriktks curatives d u  
TEPA en vcrgcrs (LAVILLE et CHALANDON, 1982) 
d'autant que cc fongicide possCde des propri&& inhibi- 
trices in vivo. Les investigations se poursuivent selon deux 
directions, d'une part 1'Clucidation des autres reactions de 
defensc des Citrus contre des Phytophthora sp., d'autre 
part La recherche de mkthodes de stimulation de  la rbsis- 
tance transposable dans la pratique. 
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