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Deux cultivars de tomates de phénotype Saint-Pierre, isogéniques pour la résistance à la verticilliose et différents par celle au 
mildiou (et à Phytophthora parasitica Dast.), sont inoculés par P. parasitica et par Verticillium albo-atrurn Reinke et Berth. 
Aux réactions de défense correspond l’accumulation, dans les tissus, de sesquiterpènes, de composés phénoliques, de tomatine 
et de dérivés oxygénés de linoléate de méthyle. Les syntheses de ces substances chez l’hôte sont modulées selon les cultivars et 
les parasites confrontés. Les études d’inhibition in vitro de P. parasitica révèlent une importante synergie entre des diénols 
d’une part, et des produits phénoliques et la tomatine d’autre part. 

VERNENGHI, A., J. EINHORN, G. KUNESCH, C. MALOSSE, F. RAMIANDRASOA, and A. RAVISé. 1986. Phytoalexines et réac- 
tions de défense de ia tomate aux infections par Phytophthora parasitica et Verticillium albo-atrum. Can. J. Bot. 64: 
973 - 982. 

Two cultivars of tomato of Saint-Pierre phénotype, isogenic for the resistance against verticilliosis and different for the 
resistance against mildew (and against Phytophthora parasitica Dast.), were inoculated with P. parasitica and with Verticil- 
lium albo-atrum Reinke et Berth. Associated with the defence reactions, an accumulation of sesquiterpenes phenolic 
compounds, tomatin, and oxygenated compounds of methyl linoleate took place in the tissues. Synthesis of these compounds 
in the host varies with the cultivars and the parasites in presence. In vitro studies on the inhibition of P. parasitica have shown 
an important synergism between the dienols on one side and the phenolic compounds and tomatin on the other side. 

[Translated by the Joumal] 

Introduction 
Les phytoalexines de la tomate (Lycopersicon esculentuin 

Mill.) de même que celles de l’aubergine (Solanum melongena 
L.) sont moins bien connues que celles d’autres Solanacées 
(Ku6 et al. 1976) ou de Légumineuses (Darvi11 et Albersheim 
1984). Parmi les réactions aux agressions parasitaires, l’accu- 
mulation de métabolites secondaires, préexistants ou posté- 
rieurs à l’infection, contribue au blocage des agents patho- 
gènes dans les tissus (Stoessl 1983; Smith et al. 1984). C’est 
pourquoi nous avons tenté d’approfondir la connaissance des 
mécanismes de défense impliqués chez la tomate. En réponse à 
des infections cryptogamiques, cette plante élabore de la toma- 
tine (Langcake et al. 1972; Hammerschlag et Mace 1975), 
des composés phénoliques (Matta et al. 1969; Ravisé et 
Tanguy 1971; Glazener 1982), des sesquiterpènes (Tjamos et 
Smith 1975; Elgersma 1980). Plus récemment, De Wit et 
Kodde (1981) ont identifié des substances poly?cétyléniques 
chez des cultivars résistants à la cladosporiose. A la suite de 
nos études sur l’accumulation des composés phénoliques de la 
tomate (Ravisé et Trique 1972~;  El Khatib et al. 1974), la 
stimulation de leurs synthèses par apport de catéchol (Retig et 
Chet 1974) ou d’acide quinique (Carrasco et al. 1978) fut 
prouvée. De même, le phosétyl d’aluminium, à des doses non 
toxiques in vitro pour les Phytophthora spp., et des élicitem 
fongiques, provoquent l’accumulation de composés phénoli- 
ques et le blocage du parasite dans les tissus (Vo Thi Hai et al. 
1979; Vemenghi 1985). Nous nous proposons d’étudier la 
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contribution de plusieurs substances inhibitrices, élaborées par 
deux cultivars isogéniques de tomates (possédant en commun 
l’allèle Ve de résistance à la verticilliose et différant par la 
réaction aux Phytophthora spp.), aux réactions de défense 
contre Phytophthora parasitica d’une part et Verticillium 
albo-atmm d’autre part. 

Matériel et techniques 
Plante hôte 

Deux cultivars de tomates de phénotype Saint-Pierre sont utilisés : 
‘Piéraline’ avec les gènes de résistance au mildiou (Ph + S) et à la 
verticilliose (Ve), ‘Piéralbo’ isogénique de ‘Piéraline’ par l’allèle Ve. 
lls sont cultivés en serre à une température de 22 à 30°C l’été et de 18 
à 24°C pendant les périodes froides; un éclairage d’appoint assure 
une photopériode de 14 h. Les plants sont inoculés à 3 semaines en 
fin de montaison et avant l’émission du premier bouquet floral. 

Agents pathogènes 
La souche de Phytophthora parasitica Dast. a été isolée sur plants 

de tomates au Liban en 1975. Elle est conservée sur milieu nutritif 
gélosé (Ravisé 1972). La souche de Verticillium albo-atmm Reinke et 
Berth, provient du Liban oh elle a été isolée de la tomate en 1974. Elle 
est conservée sur décoction de malt gélosé (Boisson et Lahlou 1981). 

Les thalles de culture en milieu liquide sont dilacérés au broyeur 
Turmix pendant 1 min pour les deux parasites (la dilacération étant 
vérifiée sous microscope). La dose d’inoculum correspond 21 10 mg 
de mycélium sec de P. parasitica et à une concentration de conidies 
comprise entre lo6 et 5 X lo6 mL-’ pour V. albo-atrum. Avant 
inoculation, les plants subissent une scarification de l’épiderme du 
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collet sur 1 cm de haut, oh est déposé le broyat mycélien. L’infection 
évolue pendant 10 jours; ce délai permet l’apparition de symptômes 
typiques des deux parasites sur des plants non résistants. Les tiges, 
sectionnées sur 10 cm de haut, et les racines sont alors récoltées et 
conservées à -18°C. Des lots de plants témoins, seulement blessés, 
sont traités de façon similaire en présence de la même flore sapro- 
phyte. 

Techniques d’extraction, de purification et de dosage 
Les tissus, broyés à froid dans du chloroforme, sont maintenus 

pendant 24 h à température ambiante et à l’obscurité pour diffusion 
des substances apolaires (lipides et sesquiterpènes). Ils sont ensuite 
repris par le méthanol pour extraire les substances polaires (phénols et 
alcaloïdes). 

Les dérivés oxygénés d’acides gras et les sesquiterpènes sont pré- 
parés par entraînement à la vapeur d’eau (Moede 1983) puis en chro- 
matographie liquide à haute performance (CLHP). Les séparations 
initiales sont réalisées sur une colonne de 13 mm X 30 cm (10 pm) 
imprégnée de 10% de NOJAg avec un mélange en proportions 
variables de toluène et d’acétate d’éthyle. D’autres purifications sont 
réalisées avec double détection à l’ultraviolet (UV) et réfractométri- 
que sur colonnes de silice de 13 mm X 50 cm (7 pm) et de 10 mm x 
30 cm (5 pm) éluées par les mélanges hexane - acétate d’éthyle 
(Hx-Ae, 2 : 1) et hexane - acétate d’éthyle - méthanol (Hx- 
Ae-MeOH, de 100 : 30 : 3 à 50 : 80 : 12). 

Les substances polaires sont séparées par chromatographie de la 
phase méthanolique sur colonnes atmosphériques de polyvinylpyrroli- 
done, de gel LH20 ou de résines échangeuses d’ions. Les purifica- 
tions finales sont réalisées en CLHP sur une colonne de silice de 
13 mm X 50 cm (7 pm) (éluée par les mélanges Hx-Ae-MeOH 
(50 : 80 : 12) et Ae-MeOH (5 :1)) ou sur une colonne de silice 
greffée en C18 de 13 mm X 50 cm (7 pm) (éluée par un gradient de 
méthanol de 5 à 99% dans une solution acétique à 5%,,). 

Les phénols totaux sont dosés par la méthode de Folin-Ciocalteu 
modifiée par Ribéreau-Gayon (1968). Leur concentration est expri- 
mée en équivalent d’acide chlorogénique par rapport à la masse 
fraîche. 

Techniques analytiques 
Les extraits bruts sont analysés en CLHP sur une colonne de silice 

de 10 mm x 30 cm (5 pm) (éluée par un gradient d’hexane et d’un 
mblange Ae-MeOH (10 : 1)) et sur une colonne de silice greffée en 
CI8 de 13 mm X 50 cm (7 pm) (éluée par un gradient de méthanol 
de 5 à 99% dans une solution acétique à 5%,). 

Les produits purifiés sont caractérisés en chromatographie sur 
couche mince (CCM) par leur R, et après révélation par différents 
réactifs : trichlorure d’antimoine à saturation dans le chloroforme 
(125”C, 10 min), vanilline sulfurique (lOOOC, 5 min), paranitraniline 
diazotée. 

Les spectres de masse sont obtenus avec un appareil CG-SM 
(chromatographe en phase gazeuse - spectromètre de masse) Ner- 
mag R10-1OC piloté par ordinateur, en impact électronique et en 
ionisation chimique. Le couplage CG-SM est réalisé avec un chro- 
matographe Girdel 32 équipé d’une colonne capillaire de 25 m char- 
gée soit de CP Sil 5 (phase apolaire) soit de CP Wax 57 (phase 
polaire). La température d’élution est programmée de 60 à 240°C 
avec une progression du 10°C min-’. 

Les spectres de résonance magnétique nucléaire (RMN) sont établis 
à l’Institut de chimie des substances naturelles avec un appareil 
Bliiker de 400 MHz dans le CDCl,. 

Synthèse des diénols et leurs études chimiques 
Par la voie chimique, ils sont obtenus en traitant du linoleate de 

méthyle avec un excès de dioxyde de sélénium dans le benzène. Le 
produit brut est chromatographié en CLHP sur une colonne de sili- 
cage1 avec des concentrations croissantes d’acétate d’éthyle dans 
l’hexane. Le rendement est de 25%. Le spectre infrarouge (IR- 
liquide) indique 3400 (OH) et 1720 cm-’ (C-O). 

Par la voie enzymatique, l’acide linoléique est oxydé en milieu 
basique par une lipoxygénase de soja en présence de NaBH4. Après 
extraction à l’éther, le produit de réaction est purifié par CLHP dans 

les mêmes conditions que ci-dessus. Les structures des diénols sont 
vérifiées avec des microtechniques de dérivation et de dégradation 
chimiques (hydrogénation catalytique, ozonolyse, traitement au chlo- 
rure d’acétyle). 

Tests biologiques 
Ils sont de deux ordres : sur chromatogrammes et en lames à con- 

cavité. 
Sur les chromatogammes, après élution, on pulvérise une suspen- 

sion de spores de Cladosporium cladosporioides (Freesen) de Vries 
puis un bouillon de pomme de terre glucosé et gélosé. Après 3 jours 
d’incubation en étuve à 28”C, le mycélium noir du champignon s’est 
développé sur la plaque où des plages blanches révèlent la présence 
des zones fongitoxiques. Les substances inhibitrices correspondant à 
ces zones sont extraites en grande quantité pour réaliser des tests en 
lames à concavité (Ravisé et Trique 1972a). La toxicité de ces pro- 
duits pour P. parasitica et V. albo-atrum est déterminée pour une 
gamme de concentrations comprises entre 50 et 200 pg . m,L-’; cha- 
que série correspond à un minimum de 30 répétitions. A chaque 
observation microscopique, le nombre d’hyphes émis à la périphérie 
des microthalles est déterminé; la croissance en fonction du temps et 
l’évolution de l’autolyse provoquée par les inhibiteurs sont évaluées 
sur 50 hyphes. Les phénomènes de synergie entre les substances 
fongitoxiques sont étudiés de la même façon. Les microcultures sont 
incubées en étuve à 28”C, à l’obscurité. Les concentrations létales 
sont déterminées, après un temps variable d’incubation, après trans- 
fert des microthalles sur milieu nutritif gélosé en tubes à essais in- 
cubés pendant 96 h en étuve. Nous indiquons seulement les résultats 
concemant l’inhibition de P. parasitica. 

Résultats 
Sesquitelp2nes 

Non décelés dans les tissus des plants témoins (même après 
scarification), plusieurs sesquiterpènes sont accumulés après 
inoculation de P. parasitica ou de V. albo-utrum. Ils sont 
toxiques pour C. cladosporioides en CCM. Des fractions par- 
tiellement purifiées inhibent la croisszyce des deux parasites en 
microcultures en lames à concavité. A cause des difficultés de 
séparation d’avec les esters méthyliques d’acides gras insaturés 
et leurs dérivés oxygénés, et des pertes en résultant, nous 
n’avons pas dosé les concentrations des sesquiterpènes dans les 
tissus infectés. 

Un premier groupe, séparé par CLHP sur une colonne de 
silice, avec pour éluant le mélange Hx-Ae-MeOH (100 : 30 
: 3), comprend les six substances suivantes (comprenant des 
isomères) caractérisées par leur R, en CCM (Hx-Ae -MeOH, 
50 : 50 : 5) et par leurs propriétés spectrales (spectrométrie de 
masse, le Dic de base étant souligné) : 
(1) Ri 0,42; M+ 232; mlz 204 (My -’28), 189, 176, 161, 1 3 ,  

131, 119, 105, 95, 91. 
(2) R,O,46; M+ 236 (deux isomères); mlz différent à 189, 135, 

133, 131, 94, pic de base : m. Ce sesquiterpène semble 
proche de la lubimine. 

(3) R, 0,60-0,68; M+ 222 (deux isomè:res); mlz 204 (M - 
18), 189, 173, 161, 143, 131, 119, 107, 105,95, 93,91, 
pics de base des isomères : 204 et 143. Ces deux isomères 
présentent des pics d’intensités différentes. 

(4) Rf 0,75; M+ 246; mlz 218 (M - 28), 203,200, 190, 161, 
147, 133, 121,105, 95, 93, 91. C’est le principal sesqui- 
terpène entraîné par la vapeur d’eau. 

Un second groupe comprend deux sesquiterpènes éués en 
CLHP sur une colonne de silice, par le mélange Hx-Ae- 
MeOH (50 : 80 : 12). Dans le même système en CCM, leur R, 
sont : 
(1) R,0,65; 44’220; mlz205, 189, 169, 159, 143, 131, 121, 
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FIGURE 1. Principaux constituants phénoliques décelés dans les 
extraits de tomate. (A) Série cinnamique : acid p-coumarique, R, = 
COOH, Rz = H, R3 = OH; acide caféique, RI = COOH, Rz = R, = 
OH; acide férulique, Ri = COOH, Rz = OCH,, R3 = OH; acide 
chlorogénique, Ri = COO-quinique, Rz = R3 = OH. (B) Série ben- 
zoïque : acide d’hydroxy-3,4 benzoïque, RI = COOH, R, = R3 = 
OH, R4 = H; acide trihydroxy-3,4,5 benzoïque, RI = COOH, Rz = 
R3 = R4 = OH; vanilline, R, = CHO, R2 = OCH,, R, = OH, 
R4 = H; diméthoxy-3,4 benzaldéhyde, RI = CHO, R2 = R, = OCH,, 
R4 = H. 

TABLEAU 1. Comparaison des teneurs en phénols totaux dans les 
tissus des cultivars Piéraline et Piéralbo inoculés par P. purasiticu et 

par V. albo-utrum 

Traitement 

Teneur en phénols 

Piéraline Piéralbo 

Témoin 
Inoculation par P. purusiticu 
Inoculation par V. albo-utrum 
Stimulation par P. parusiticu 
Stimulation par V. albo-utrum 

500 590 
720 695 
690 785 
44 18 
38 33 

NOTA : Sauf pour la stimulation, oÙ elle est exprimée en pourcentages, la teneur en 
phénols totaux est exprimée en microgrammes d’équivalent d’acide chlorogénique par 
gramme de tissus frais. 

(2) R,0,75; M+ 222; mlz 208, 204, 189, 177, 161, 143, 131, 

La plupart de ces sesquiterpenes présentent une fonction 
119, 105, 95, 93, 91. 

oxygénée (alcool ou cétone). 

Alcaloïdes 
La tomatine et son aglycone sont présents parmi les subs- 

tances polaires extraites des tissus par le méthanol. Fortement 
absorbés sur le polyvinylpyrrolidone, ces produits sont élués 
par le méthanol (50%) additionné de PO,HNa, à pH 11. 

La tomatine et la tomatidine sont purifiées en CLHP sur une 
colonne de silice greffée en C 18. La première est éluée entre 5 
et 15%, la seconde entre 60 et 99% de méthanol dans une 
solution acétique à 5%,. 

Leurs valeurs Rf en CCM dans le mélange chloroforme 
-méthanol (cif-MeOH, 1 : 1) sont 0,37 (tomatine) et 0,85 
(tomatidine). Le trichlorure d’antimoine à chaud donne une 
tache de couleur,bistre violacé avec la tomatine, rose pâle avec 
la tomatidine. A partir de 350 g de tissus de racines et de 
collets infectés par P. parasitica, 20 mg de tomatidine ont été 
purifiés par CLHP. Compte non tenu des pertes au cours des 
manipulations successives, cela correspondrait à une teneur 

o m  

FIGURE 2. Analyse comparative (équivalent 1 g de tissus frais) en 
CLHP de la composition d’extraits méthanoliques de plants du culti- 
var Piéraline témoin (---) et inoculé par P. purusiticu (-). Le 
chromatogramme est subdivisé en quatre zones d’élution selon le 
pourcentage de méthanol : A, 5-10%; B, 10-50%; C, 50-85%; 
D, 85-99%. Conditions : colonne de silice greffée en C18, de 
13 mm X 50 cm (7 pm); gradient de méthanol de 5 à 99% dans une 
solution acétique à 5%0; débit, 2,5 mL . min-’ . to, injection. Les pics 
numérotés de 1 à 11 correspondent aux différentes substances éluées 
(nos 3 - 10, composés phénoliques, c$ tabl. 2; nos 11, esters méthy- 
liques d’acides gras polyéniques et leurs dérivés oxygénés). 

moyenne dans les tissus de 60 pg par gramme de tissus frais. 
La concentration réelle aux points d’infection est vraisem- 
blablement plus importante. 

Composés phholiques 
Leurs teneurs augmentent principalement au niveau du collet 

et des racines, dans les zones de pénétration des agents patho- 
gènes. Les différentes techniques de séparation mises en 
oeuvre n’évitent pas la dégradation, notamment des acides 
caféique et férulique ainsi que de leurs dérivés. 

Les réactions de défense dans les tissus où sont bloqués les 
hyphes des parasites correspondent à une nette accumulation 
d’acides cinnamiques et de leurs dérivés et, dans une moindre 
mesure, de substances de la série benzoïque (fig. 1). Les do- 
sages indiquent les importances relatives des stimulations de 
synthèses (tabl. 1). 

Les études chromatographiques et les analyses en CG-SM 
sont en accord avec ces observations. Le tableau 2 résume les 
caractères chromatographiques des principales substances in- 
hibitrices obtenues par diffusion hors des tissus. Nous ne men- 
tionnons pas les glycosides et les esters d’acides cinnamiques 
qui ont fait l’objet d’études antérieures (El Khatib et al. 1974). 

Les analyses en CLHP sur colonne de silice greffée en 
C 18, avec pour éluant un gradient de méthanol, indiquent sans 
ambiguïté que les réactions de défense correspondent à d’im- 
portantes accumulations de quatre groupes de substances 
phénoliques dont les teneurs sont fréquemment décuplées 
(fig. 2, pics 7 à 10). 

Dérivés oxygénés d’acides gras 
Des fractions toxiques en CCM pour C. cladosporioides et 

en lames à concavité pour P.  parasitica et V. albo-atrum, 
obtenues dans toutes les confrontations hôte-parasite, 
s’avèrent contenir presque exclusivement des substances lipi- 
diques. Les substances inhibitrices correspondent à des dérivés 
d’esters méthyliques d’acides gras en C18 insaturés, prin- 
cipalement des diénols (hydroxy-9 octadécadibne-l0,12 et 
hydroxy-13 octadécadibne-9,ll oate de méthyle). Nous avons 
vérifié qu’il n’existe pas de formes estérifiées sur les parois. 
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TABLEAU 2. Modalité d’élution de composés phénoliques en CLHP et migrations en CCM 

R, en CCM 

Composé Hx-Ae-MeOH Hx-Ae-MeOH Clf-MeOH Fin 
phénolique (50 : 50 : 5) (50 : 80 : 12) (85 : 15) Sortie Pic d’élution 

Acide trihydroxybenzoïque O 0,23 0,17 53 55 et57 65 
Acide chlorogénique O 0,18 0,39 57 59 62 
Acide dihydroxybenzoïque 0,25 0,50 0,34 60 64 75 
Acide caféique 0,20 0,44 0,35 65 67 75 
Vanilline 0,76 0,80 0,90 65 65 et 67 70 
Diméthoxybenzaldéhy de OJO 0,90 0,95 67 71 79 
Acide p-courmarique 0,62 0,57 70 74et75  80 
Acide férulique 0,41 0,59 0,52 73 75 et77 85 

% de méthanol en CLHP 

NOTA : La CLHP a été réalisée sur colonne de silice greffée en C18 (ODs C18). de 13 mm x 50 cm, dans un gmdient de méthanol et de 
solution acétique à S%,. 

TABLEAU 3. Résumé des analyses en CLHP des accumulations relatives de diénols et de 
sesquiterpènes selon le cultivar et le parasite confrontés 

Zones 

A B C D  

Motif Pic 1 Pic 2 Pic 3 Pic 4 Pic 5 Pic 6 Pic 7 Pic 8 Pic 9 

‘Piéraline’ témoin + tr tr tr + + + tr tr 
‘Piéraline’ - P.  purusiticu + ++ + ++ ++ ++ ++ +++ tr 
‘Piéraline’ - V. albo-utrum + + + + ++ tr tr tr ++ 
‘Piéralbo’ témoin -I- + tr tr + + + tr tr 
‘Piéralbo’ - P. parasiticu + ++ + ++ ++ + +++ +++ tr 
‘Piéralbo’ - V. albo-utrum + ++ + ++ ++ tr tr tr +++ 

NOTA : La CLHP a ét6 réalisée sur colonne de silice de 10 mm X 30 cm (5 pm), avec gradient d’hexane et d’un mélange 
Ae-MeOH (10 : 1); la détection UV a été effectuée 1280 nm. tr, traces; +, + + et + ++, intensité croissante des pics. 

Ces produits sont difficilement séparables des lipides consti- 
tutifs. Nous avons obtenu de bons résultats en procédant à des 
entraînements à la vapeur d’eau à partir d’extraits chloro- 
formiques. Les purifications sont ensuite améliorées en CLHP 
sur colonne de silice imprégnée de 10% de NO,Ag, avec élu- 
tion par différents mélanges de toluène et d’acétate d’éthyle. 
Nous indiquons en (tableau 3) les conditions d’élution en 
CLHP sur une colonne de silice et les modulations des réac- 
tions de défense. 

En CCM dans le système Hx-Ae (2 : l), les diénols 
correspondent à deux bandes de Rf (0,65 et 0,67) colorées en 
bistre par le trichlorure d’antimoine à chaud. Avec pour éluant 
le mélange Hx- Ae-MeOH (50 : 50 : 5), nous observons des 
plages de toxicité au Rf = 0,90 pour C. cludosporioides avec 
les diénols et au même Rf pour l’ester méthylique de l’acide 
linolénique. 

Les caractéristiques structurales et les propriétés biologiques 
des diénols naturels ont été confirmées à l’aide de produits 
similaires obtenus par synthèse, soit par oxydation chimique 
du linoléate de méthyle, soit par oxydation enzymatique de 
l’acide linoléique suivie d’une estérification. 

Les produits de synthèse et les substances naturelles présen- 
tent les mêmes propriété physico-chimiques : temps de réten- 
tion en CG, spectres de masse en impact électronique et en 
ionisation chimique (NH, ou NO) (fig. 3). Leur caractérisation 
chimique est établie après étude des produits de réduction par 
hydrogénation catalytique (M = 314, esters méthyliques des 
acides hydroxy-9 octadécanoïque et hydroxy-13 octadéca- 
noïque), obtention d’une structure triénique après traitement 
par le chlorure d’acétyle et ozonolyse suivant deux conditions 

(méthanol à température ambiante et dichlorométhane à 

Modulation des réactions aux infections expérimentales 
Parmi les techniques chromatographiques utilisées, l’analyse 

des extraits de tissus par CLHP avec gradients d’élution sur 
colonne de silice (éluants organiques) ou sur colonne de silice 
greffée en C18 (éluants aqueux, c$ fig. 2) reflète, en première 
approximation, les différences des réactions de défense des 
deux cultivars à P. parasiticu et à V. albo-utrum. Les 
modalités d’élution sur colonne de silice des sesquiterpènes, 
des diénols et d’une partie des composés phénoliques sont 
indiquées dans le tableau 3. 

L’accumulation de quatre groupes de sesquiterpènes décelée 
dans les pics 2 et 3 (M : 222, 232, 236 et 246) correspond à 
l’inoculation des deux agents pathogènes aux deux cultivars. 
Des esters méthyliques des acides linoléique et linolénique 
sont accumulés dans les deux cas (pic 3); les diénols sont élués 
dans les pics 4 et 5. Il s’accumule davantage d’esters méthyli- 
ques dans le couple ‘Piéralbo’ - P. purusiticu que dans le 
couple ‘Piéraline’ - P. parasitica. Les pics 6 à 9 des zones B, 
C et D correspondent à l’élution de diméthoxybenzaldéhyde et 
d’acides cinnamiques libres. 

Le tableau 4 indique les différences de réactions au para- 
sitisme analysées en CLHP sur colonne de silice greffée 
en C18. 

Les extraits bruts des deux cultivars possédant l’allèle Ve de 
résistance présentent les mêmes caractéristiques après l’inocu- 
lation par V. albo-utrum. Par contre, nous observons de 
nettes différences entre les deux cultivars après infection par 

-70°C) (fig. 4). 
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FIGURE 3. Spectres de masse des diénols naturels avant (A, B) et après (C, D) hydrogénation catalytique en impact électronique (70 eV) : A, 
hydroxy-13 octadécadiène-9,11 oate de méthyle; B, hydroxy-9 octadécadiène-l0,12 oate de méthyle; C, hydroxy-13 octadécanoate de méthyle; 
D, hydroxy-9 octadécanoate de méthyle. 
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TABLEAU 4. Résumé des analyses en CLHP des accumulations relatives de composés phénoliques selo le 
cultivar et le parasite confrontés 

Zones 

A B C D 

Motif Pic 1 Pic 2 Pic 3 Pic 4 Pic 5 Pic 6 Pic 7 Pic 8 Pic 9 Pic 10 Pic 11 
~ 

‘Piéraline’ témoin + + + + + tr + tr tr tr tr 
‘Piéraline’ - P. parasitica + + + + ++ ++ ++ +++ +++ +++ +++ 
‘Piéraline’ - V. albo-atnim + + + + ++ ++ + +++ +++ +++ ++ 
‘Piéralbo’ témoin + + + + + + + + t r  tr tr tr 
‘Piéralbo’ - P. parasitica + + + + ++ + ++ + + + +++ 
‘Piémlbo’ - V. albo-utrum + + + + ++ ++ + +++ +++ +++ ++ 

NOTA : La CLHP a été réalisée sur colonne de silice greffée en CIS, de 13 mm X 50 cm (7 pm), avec gradient de 5 à 99% de méthanol dans 
une solution acétique à 5%0,; la détention UV a été effectuée à 250 nm. tr, traces; +, + f et + f +, intensité croissante des pics. 

P. parasitica. Les teneurs en substances constitutives de la 
zone A ne sont pas modifiées (sauf celles de la tomatine 
non décelée à 250 nm). En revanche, dans les zones B et C 
correspondant aux composés phénoliques, des réactions diffé- 
rentielles sont décelées. Ainsi, la synthèse des substances cor- 
respondant aux pics 4 et 5, peu stimulée dans la confrontation 
‘Piéraline’ - P. parasitica, est 5 fois plus importante dans le 
couple ‘Piéralbo’ - P. parasitica. Le phénomène inverse est 
observé pour les pics 6 et 7. La réaction du cultivar Piéraline 
est environ 10 fois plus importante que celle de ‘Piéralbo’ dans 
la zone C (pics 8 à 10). La zone D correspond à I’élution des 
esters méthyliques des acides gras insaturés et de leurs dérivés 
oxygénés. Les écarts par rapport au témoin confirment les 
analyses sur colonne de silice. 

Toxicité in vitro 
Sesquiterpènes 
L’intensité relative des pics obtenus en CG-SM permet 

d’évaluer le pourcentage de sesquiterpènes contenu dans les 
fractions analysées. Dans ces conditions, nous estimons que la 
DL,, (dose létale pour 90% des individus) de ces produits est 
de l’ordre de 50 pg . mL-’ pour C. cladosporioides sur CCM. 
Les principaux sesquiterpènes inhibent ce champignon aux Rf 
0,35; 0,46; 0,60-0,68; 0,75, avec pour éluant le mélange 
Hx-Ae-MeOH (50 : 50 : 5). Deux sesquiterpènes de nature 
plus polaire provoquent une inhibition aux R,0,65 et 0,76 avec 
le mélange Hx-Ae-MeOH (50 : 80 : 12). Les faibles quan- 
tités de substances complétement purifiées n’ont pas permis 
d’étudier leur toxicité en lames à concavité pour P. parasitica. 

Dérivés oxygénés d ‘acides gras polyinsaturés 
Les modalités d’inhibition de P. parasitica par les produits 

naturels ou de synthèse sont identiques. Après 3,5; 7 et 24 h 
d’incubation, les inhibitions de croissance du champignon sont 
respectivement de 50, 70 et 90% pour 50 yg.mL-’ de dié- 
nols. Les substances, même aux plus faibles concentrations, 
empêchent l’émission d’hyphes à partir des implants : à 
50 pg. mL-’, la densité du thalle n’atteint pas le diseme de 
celle du témoin. 

Des essais à différents pH montre que ce dernier n’influe pas 
sur la toxicité de ces produits pour P. parasitica, c’est pour- 
quoi les inhibitions sont réalisées à pH 6,2. Par contre, les 
études de synergie avec la tomatine ou son aglycone sont effec- 
tuées à pH 5,2, ces composés se révélant toxiques seulement 
en milieu acide. 

La figure 5 indique les modalités de l’inhibition en fonction 
de la concentration en diénols et du temps d’incubation. Aux 
concentrations de 50 et 75 pg . mL-’, la croissance démarre 

O 

OH 

I 
OH ‘O CH, 

FIGURE 4. Structures des deux diénols extmits de la tomate. 

sans délai. Dès le seuil de 100 pg mL-’, une phase de latence 
apparaît. Au bout de 24 h, la croissance est totalement bloquée 
dans tous les motifs. 

La reproduction asexuée est également très perturbée. En 
effet, dès la concentration de 50 pg . mL-’, la germination des 
sporocystes est de l’ordre de 10% par rapport au témoin. Par 
contre, l’aspect du cytoplasme des chlamydospores n’évolue 
pas au cours de l’incubation, ce qui laisse présumer une faible 
perméabilité de leur paroi aux inhibiteurs. Pour le vérifier, 
après des incubations de 1 à 6 jours, les microcultures sont 
transférées en tubes sur milieu nutritif gélosé. Seuls les im- 
plants pourvus de chlamydospores parviennent à engendrer un 
nouveau thalle dont la croissance reste cependant faible et 
intramatricielle. 

Phénols et alcaloïdes 
Des études antérieures indiquent la toxicité des composés 

phénoliques de la tomate (Ravisé et Trique 1972a; Vo Thi Hai 
et al. 1979) où de la tomatine et de son aglycone (Arneson et 
Durbin 1967; Roddick 1974, 1976); nous avons seulement 
vérifié ici leur toxicité à la concentration de 100 pg . mL-’ (fig. 
6). Les composés phénoliques les plus toxiques sont l’acide 
dihydroxy-3,4 benzoïque, les acides p-coumarique, caféique 
férulique. La tomatine n’est inhibitrice qu’à pH acide; dans les 
mêmes conditions, l’aglycone est moins actif. 

Synergie 
L’action inhibitrice du diénol de Synthese à 50 pg mL-‘ est 

complémentaire de celle des substances phénoliques et des 
alcaloïdes à 100 pg.mL-’ (fig. 6). Les synergies les plus 
importantes sont obtenues avec les deux aldéhydes benzoïques 
et les acides caféique et férulique. La phase de latence de 
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FIGURE 5 .  Croissance des hyphes de P. parasitica in vitro en fonc- 
tion de la concentration en diénols de Synthese, après 3 3  (-), 7 
(---), et 24 h ( -0- 0-0) d’incubation. 

reprise de croissance varie de 3 3  h à plus de 7 h selon les 
associations. Dans tous les cas, la croissance est bloquée en 
moins de 24 h. L’association entre le diénol et la tomatine ou 
la tomatidine abaisse le seuil de toxicité de 25 à 35 % . 

Symptômes d’inhibition (fig. 7) 
Après 7 h d’incubation, la microculture témoin de P. 

parasitica en lame à concavité présente des hyphes longs, 
flexueux et peu ramifiés (fig. 7A). 

En présence de 50 pg-mL-’ de diénols, les premiers 
symptômes d’inhibition apparaissent en moins de 3 h d’incu- 
bation, vers l’apex des hyphes en croissance. Au bout de 7 h 
de contact (fig. 7B), la paroi des apex s’épaissit et devient 
réfringente. De fausses cloisons limitent des segments 
d’hyphes et un début de granulation cytoplasmique appamît. 

Après 24 h d’incubation (fig. 7C), les hyphes en élongation 
deviennent toruleux et ramifiés en arbuscules coralloïdes. La 
granulation du cytoplasme évolue en dégénérescence lipidique 
et aboutit à l’autolyse. De même, le contenu des sporocystes, 
malgré un épaississement de la paroi, dégénère dans un 
délai de 24 à 36 h. L’association d’alcool diénique avec des 
composés phénoliques (dérivés des acides benzoïque et cin- 
namique) ou avec la tomatine engendre une dégénérescence 
cytoplasmique plus intense et plus rapide. L’autolyse apparaît 
en moins de 24 h. 

Discussion et conclusion 
Les réactions de défense de la tomate, analysées dans quatre 

combinaisons hôte -parasite, correspondent à une stimulation 
de plusieurs voies biosynthétiques, tel qu’observé chez 
d’autres plantes cultivées (Stoessl 1983). 

Dans nos essais, ces réactions sont modulées selon l’agent 
pathogène inoculé; des résultats similaires sont décrits pour 
d’autres cultivars de, tomate dans l’interaction avec Fusarium 
oxysporunt f. sp. lycopersici et Verticillium duhliae (Hutson et 
Smith 1983). 

Si plusieurs sesquiterpènes analysés en SM (isomères de la 
lubimine, dérivé de la solavétivone) présentent des analogies 
avec ceux décrits dans les réactions de défense des Solanacées 
(Stoessl et al. 1976), par contre, nous n’avons pas décelé 
de rishitine qui a été observée dans d’autres infections de la 
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FIGURE 6. Inhibition de la croissance des hyphes de P. parasitica in 
vitro selon les effecteurs. T, témoin; 1, diénol de synthèse à 
50 yg . mL-’; --- (2-9), 100 yg mL-’ de composés phénoliques, 
soit acide dihydroxy-3,4 benzoïque (2), acide trihydroxy-3,4,5 
benzoïque (3), vanilline (4), diméthoxy-3,4 benzaldéhyde (5 ) ,  acide 
caféique (6), acide fémlique (7), acide p-coumarique (8) ou acide 
chlorogénique (9); - , association de 50 yg e mL-’ de diénol et 
100 ym . mL-’ de composé phénolique. 

tomate (Tjamos et Smith 1975; Elgersma 1980). 
Étudiée en CCM pour C. cladosporioides, la toxicité in vitro 

des sesquiterpènes que nous avons isolés de la tomate paraît 
moindre que celle des sesquiterpènes élaborés par le tabac en 
réaction à Peronospora tubaci et à Pseudomonas lachrymans 
(Guedes et al. 1982). 

La réaction physiologique la plus importante semble corres- 
pondre 5 la stimulation de synthèse des phénylpropanoïdes. 
Ces résultats corroborent ceux d’études de réaction à la fusa- 
riose (Matta et al. 1969; Danko et Corden 1981), aux Phyto- 
phthora spp. (Trique 1981) et à Botrytis cinerea (Glazener 
1982). Nous observons une importante accumulation d’acides 
cinnamiques, principalement d’acide férulique également toxi- 
que pour les parasites du tabac (Ravisé et Tanguy 1973; Ku6 
1983) et du concombre (Hammerschmidt 1980; Hammer- 
Schmidt et Ku6 1982). 

Les diénols dérivés du linoléate de méthyle constituent la 
fraction la plus importante des substances toxiques d’origine 
lipidique. Cependant, d’autres dérivés oxygénés d’acides 
polyéniques (en cours d’étude) contribuent aux réactions de 
défense de la tomate contre P. parasitica et V. albo-utrum 
(Vemenghi 1985; Vemenghi et al. 1985). Chez le riz, des 
monoépoxydes de l’acide linolénique sont estérifiés aux parois 
des cellules; ils inhibent in vitro Pyricularia oryzae (Kat0 et 
al. 1983). Le linolénate de méthyle et ses produits d’oxydation 
sont également toxiques pour ce parasite (Shimura et al. 1981) 
et pour P. parusiticu (Vernenghi 1985). Nous présumons que, 
chez la tomate, ces substances correspondent aux sécrétions 
lipidiques toxiques observées en microscopie électronique 
dans les réactions du feuillage à Cladosporiumfulvuin (Lazaro- 
vits et Higgins 1976u, 1976b) ou, après traitement par le pho- 
sétyl d’aluminium, à P. capsici (Durand et Sallé 1981). 

Des effets de synergie sont observés entre les phytoalexines 
élaborées chez plusieurs plantes, en particulier, chez le haricot 
infecté par Botrytis cinerea ou Colletotrichum lindemuthianum 
(Garcia-Arenal et al. 1978; Bailey et al. 1980; Fraile et al. 
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c 

FIGURE 7(A). Aspect d'une microculture témoin de P. purusiticu en lame à concavité, après 7 h d'incubation à 28°C. @i). Aspect d'une 
microculture dans les mêmes conditions, en présence de 50 pg . mL-' de diénol de Synthese. (C). Conditions expérimentales identiques à celles 
de la figure 7B, après 24 h d'incubation. 
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1982). In vitro, la toxicité des diénols de la tomate est accrue 
par leur association avec des inhibiteurs phénoliques et stéroli- 
ques, vraisemblablement à cause de la complémentarité des 
cibles chez le parasite. 

Les phénylpropanoïdes perturbent la glycolyse (Krebs et al. 
1983), la phosphorylation oxydative (Benz et Mc Laughlin 
1983), la synthèse et l’activité d’enzymes lytiques (Ravisé et 
Kirkiacharian 1976; Ravisé et Chopin 1981). La tomatine et 
son aglycone agissent sur les mitochondries et les lysosomes 
au niveau de l’activité phosphatase acide (Roddick 1978). 
Nous présumons que la fonction diénol puisse agir, comme la 
fonction époxyde, sur les phospholipides de la membrane en 
modifiant le degré d’insaturation donc la fluidité et la perméa- 
bilité (De Gier et al. 1982). Nos observations, réalisées après 
l’élaboration des différentes bameres biochimiques contre 
P. parasitica ou V. albo-utrum, ne rendent pas compte de la 
dynamique de la réaction de l’hôte. Nous avions établi une 
première analyse de l’inhibition, dans les tissus de l’hôte, de la 
croissance de souches de P. palïnivora ou de P. parasitica 
et de l’activité de leurs enzymes pectinolytiques (Ravisé et 
Trique 197221). Cette étude des réactions de l’hôte sera affinée 
dans la mesure où nous parviendrons à observer les séquences 
d’inhibition des deux parasites selon les étapes de Synthese des 
facteurs de résistance et à préciser les limites d’efficacité 
des barrières suivant la pression d’inoculum et les facteurs du 
milieu. 
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