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Avant-propos

L’espece humaine a fait son apparition sur Terre il y a des millions d’années et a su
profiter du couvert végétal qui constituait non seulement des abris mais aussi lui apportait
quelques victuailles. Au fil des années, ’Homme a cessé le rituel de la cueillette et est deve-
nu cultivateur. C’est ainsi qu’il a vu ’apparition de dommages sur les plantes qui appau-
vrissent les récoltes. Les premicéres civilisations incriminaient la colére des esprits et

vivaient alors des périodes de famine et de maladies mystérieuses.

En 1600, un célebre agronome, Olivier de Serres, fait paraitre un ouvrage intitulé
« Théatre d’Agriculture et Mesnage des Champs » qui traite des pratiques culturales de
Pépoque. A cette époque, on incriminait encore des actions divines mystérieuses et on uti-
lisait alors des produits naturels dont on peut douter de I’efficacité (urine, vin, lie, cendres,
graisses, ail...) ou bien encore on pratiquait des rites, pratiques obscures qui montrent la
méconnaissance des ravageurs.

C’est peu apres, au milieu du xvire siecle, que des horticulteurs ont ensuite tenté
I’identification plus rationnelle des maladies des plantes et des ravageurs afin de mieux lut-
ter contre ces fléaux. L’apparition des techniques microscopiques ont permis les premieres
caractérisations des organismes responsables de ces maladies. C’est Malpighi qui le premier
a commencé la comparaison histologique de plantes saines et de plantes parasitées. Au
xviie siecle, Linné nomme et classe ces pathologies identifiées sur les végétaux. C’est aussi
au cours de ce siecle que Fabricius démontre que des champignons microscopiques sont
associés aux tissus de végétaux malades sans savoir si ce phénomene est la cause ou la consé-
quence de la maladie. A partir de cette découverte, le champ de recherche sur les phytopa-
thologies était ouvert et de nombreux ouvrages sont parus par la suite. A cette époque, les
seules maladies connues étaient celles des céréales (rouille, carie, charbon), les autres
menaces pour les récoltes étant les insectes (au champ et surtout dans les réserves de grains
de blé). C’est alors au Xixc siecle qu’un premier traitement contre la carie du blé est décou-
vert: il s’agit du sulfate de cuivre.

Au milieu du xixe siecle, les cultures occupent une surface de plus en plus étendue
et les échanges entre régions et pays se sont développés grace aux nouveaux modes de trans-
port des denrées agricoles. C’est autour de 1845 que les premiers ravages causés par un
champignon (Phytophtora infestans - Mildiou) apparaissent sur les pommes de terre en
Irlande, causant famine et exode. Durant la méme période, les vignobles francais sont enva-
his par Uncinula necator, un autre champignon qui provoque l'oidium de la vigne. Un
anglais, Kyle signale un remede efficace contre ces champignons qu’est I’application de
soufre. D’autres maladies fongiques sont apparues a la fin du xix¢ siecle, menagant a nou-

veau le vignoble: ce sont le mildiou en 1845 et le black-rot en 1885. Le soufre s’est avéré
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inefficace contre le mildiou. Durant la méme période, dans la région bordelaise, on pulvé-
risait du lait de chaux sur les bordures des vignobles, avec des sulfateuses en cuivre, de
facon a décourager les voleurs. Il a alors été remarqué que les ceps ainsi traités étaient pro-
tégés contre le mildiou: on venait d’expérimenter I’efficacité du sulfate de cuivre, qui, neu-
tralisé avec de la chaux, est appelé bouillie bordelaise. Ce produit a également permis de
lutter contre le black-rot. Entre temps, en 1864, une invasion de petits insectes Phylloxera
vastatrix a causé des pertes mondiales estimées a 15 milliards de dollars et un boulevere-
ment du paysage viticole...

Au début du xxc siecle, les produits chimiques minéraux étaient largement utilisés
contre champignons et insectes: soufre, sulfate de cuivre (neutralisé avec de la chaux dans
la bouillie bordelaise), des arséniates et d’autres composés dont les constituants étaient le
cuivre, le zinc, le manganese, I’arsenic, le plomb. On utilisait aussi des extraits végétaux qui
apportaient des principes actifs tels le pyrethre, la roténone, la nicotine.

C’est seulement pendant la Seconde Guerre Mondiale, qu’apparaissent les premiers
pesticides organiques, permettant de lutter plus efficacement contre de nombreux fléaux.
Les pesticides chlorés ont été développés alors qu’on fabriquait des armes chimiques a base
de chlore. On disposait a 'époque d’énormes quantités de chlore, puisqu’il s’agit d’un sous-
produit de I'industrie de la soude caustique, difficile a éliminer et a stocker. Ceci a permis
une expansion rapide de I'industrie chimique. De nombreux organochlorés sont apparus
par la suite et ont été tres largement utilisés jusqu’aux années 1960, moment ol ces com-
posés ont été reconnus nocifs, polluants et persistants.

Peu a peu, des organophosphorés ont été produits. Ils sont généralement plus
toxiques que les organochlorés puisqu’ils neutralisent les cholinestérases et donc paralysent
le syst¢eme nerveux des insectes, mais leur dégradation est rapide. Le premier organophos-
phoré est apparu en 1944, il s’agit du parathion.

De nombreuses classes de pesticides sont déterminées: les plus développés sont les
herbicides, les fongicides et les insecticides. Les autres produits tels les molluscicides, roden-
ticides, nématicides, corvicides, fumigants, les bactéricides, les virulicides sont employés en

moindres quantités.

En 2003, le marché mondial des pesticides était de 26,71 milliards de dollars (sour-
ce: UIPP (Union des Industries de la Protection des Plantes). Il est réparti comme suit:
50 % pour les herbicides, 25 % pour les insecticides, 22 % pour les fongicides et 3 % pour
les autres. Cette méme année, le marché européen était de 7510 millions de dollars, devant
le marché asiatique (5817 millions de $) et derriére ’Amérique du Nord (7849 millions
de $).

La France est le premier consommateur européen avec 74500 tonnes utilisées en
2003. L’industrie francaise des produits phytosanitaires a représenté 1744 millions d’euros
de chiffre d’affaires lors de la campagne agricole 2002-2003. Notons qu’en 2000, la France

était le pays qui disposait du plus grand nombre de produits autorisés sur le marché (527).
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Ceci a été modifié en 2003, année ol un grand nombre de produits estimés les plus

toxiques ou trop anciens ont été retirés.

Depuis le siecle dernier, I’effet d’'une importante densité d’'une méme espece végé-
tale sur nos sols cultivés a facilité I'installation de pathogeénes au sein des cultures. De plus,
cela a favorisé la diversification des organismes indésirables et ceux-ci ont su s’adapter aux
nouvelles cultures et a ’évolution de leur(s) plante(s) hote(s). Dans la nature « non culti-
vée », le grand nombre de variétés de plantes par surface de sol, sélectionnées naturelle-
ment par effet de compétition pour ’absorption d’eau par les racines ou de lumiere par les
feuilles, a créé au fil des siecles un écosysteme stable. Ces couverts végétaux sont générale-
ment peu favorables aux agents pathogenes, ces derniers ne trouvant qu’une faible densité
de plantes hotes a envahir. Ainsi, naturellement, les maladies s’étendent peu et les plantes
adaptent des moyens de lutte contre les pathogenes pour affaiblir ces derniers. Si des
plantes sont amenées a disparaitre dans un endroit donné, d’autres especes mieux adaptées,
insensibles aux pathogenes déja présents vont prendre place et assurer un renouvellement
sain de la végétation. Il s’installe donc un équilibre entre les divers végétaux et les multiples

microorganismes. Ceci empéche ’apparition de dégats faisant disparaitre la végétation.

Notre civilisation ne pouvant plus se dispenser de culture pour I’alimentation du
bétail et des hommes, nous devons continuer une lutte raisonnée contre les phytopatho-
genes. Il est actuellement possible de lutter contre certaines maladies de fagon biologique.
Cependant, cette méthode n’est pas adaptable contre tous les agents pathogenes. Contre de
nombreux fléaux, seule la lutte chimique est efficace, mais il subsiste quelques maladies
fongiques vasculaires contre lesquelles il n’existe pas encore de moyen de lutte sinon ar-
rachage des plants infectés et leur incinération. C’est le cas de ’eutypiose, provoquée par
Eutypa lata sur les ceps de vigne, les abricotiers et amandiers. L'esca est une seconde mala-
die vasculaire de la vigne, elle est la conséquence d’une invasion de multiples champignons.
Jusqu’en 2002, on pouvait protéger le vignoble avec I’arsénite de sodium. En 2003, 'utili-
sation de ce produit dangereux a été interdite et il n’existe pas d’autre alternative pour évi-
ter la recrudescence de cette maladie qui est responsable d’une perte de rendement impor-
tante.

Il serait souhaitable de mettre au point de nouveaux moyens de lutte contre ces
pathologies mais I’entreprise n’est pas aisée. De nos jours, les fongicides commercialisés ne
sont efficaces que sur les champignons qui restent a la surface de la plante ou pénetrent
peu. Il n’existe malheureusement pas de produits capables de pénétrer suffisamment dans
les tissus végétaux et d’atteindre leur systeme vasculaire out se logent les champignons.

Ce probléme a fait 'objet de quelques travaux a I’Université de Poitiers, en étroite
collaboration avec le Conseil Interprofessionnel du Vin de Bordeaux. L’étude présentée
dans ce mémoire est une contribution a la mise au point de molécules mobiles dans les

plantes et douées d’une activité fongicide contre Eutypa lata.
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1 - LES RELATIONS PLANTES-PATHOGENES

D’une maniere assez générale, les plantes mettent en ceuvre des mécanismes tres
efficaces qui contrdlent et limitent leurs rapports avec les agents potentiellement patho-
génes. A cet égard, il est classique de distinguer deux grands types de réaction (Lepoivre,
2003):

1.1 - La relation non-hote

Celle-ci, habituellement comparée a I'incompatibilité pollen-pistil d’especes diffé-
rentes, caractérise I'incompatibilité fondamentale entre tous les cultivars d’une espece végé-
tale donnée et tous les biotypes d’un parasite déterminé. Fort heureusement, les plantes
sont des « non-hotes » vis-a-vis de la plupart des microorganismes de leur environnement.

Elles ne sont attaquées que par un nombre restreint de microorganismes.
1.2 - La relation hate

Celle-ci, comparable aux relations pollen-pistil d’'un méme individu, peut conduire,
selon les cas, a I'incompatibilité ou a la compatibilité. Dans ce dernier cas, le pathogene (dit
virulent) peut se développer au sein de I’h6te (dit sensible) et induire la maladie.

Parmi les nombreuses avancées ayant eu lieu dans le domaine de la phytopatholo-
gie au siecle dernier, il convient de citer les travaux de Flor (1946, 1947) consacrés a la
rouille du lin causé par Melampsora lini et qui sont a ’origine de la théorie dite « géne
pour gene ». Selon ce concept, un mécanisme de résistance conduisant a I'incompatibilité
est induit chez la plante-hote si, et seulement si, le produit d’un gene de résistance R de la
plante reconnaft un géne d’avirulence Avr de ’agresseur (Fig 1).

Plusieurs genes d’avirulence ont été isolés chez divers microorganismes. Leurs pro-
duits, c’est-a-dire les protéines d’avirulence (protéines Avr) sont en général des protéines
hydrophiles solubles, parfois nommées élicitines. On connait aussi maintenant plusieurs
dizaines de genes R qui sont répartis en 6 classes. Ceux-ci different par leurs modules struc-
turaux et leur localisation (Lahaye, 2002 ; Durand-Tardif et Pelletier, 2003), la derniere clas-
se de génes de résistance identifiée ayant probablement une localisation nucléaire (Lahaye,
2002). Les geénes R de cinq de ces classes possedent un motif répété riche en leucine (LRR,
Leucine Rich Repeat domain) qui est vraisemblablement impliqué dans la reconnaissance
du produit du geéne Avr et qui constitue en quelque sorte un systéme de surveillance,
notamment lorsqu'il est exposé a la face externe de la membrane plasmique, comme c’est

le cas dans la figure 1. Le domaine NBS (Nucleotide Binding Site), identifié dans 3 classes,
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présente des homologies avec des protéines impliquées dans la mort cellulaire programmée

chez les animaux.

LurTe Nouveaux Efficacité de la Apport de
GENETIQUE genes R | | cascade d’induction | | produits de défense

lll lli lll

/ Produit & A Produit . Hypersensibilité
de Avrx= (O f de Rx /' Réaction locale - Antibiotiques

N -Barrieres physiques

Reconnaissance -
: * Protéines (PR, enzymes)
Toxines

Signaux Réaction systémique
(AS, AJ, C2H4, H,0,)  envers divers pathovars

Cultivar

LurTe Produit Stimulation chimique
CHIMIQUE phytosanitaire des défenses

Figure 1. Réaction d’incompatibilité et place des luttes génétique et chimique, d’aprés Durand-Tardif,
2003

En cas d’incompeatibilité (reconnaissance du produit du géne d’avirulence par le pro-
duit du gene de résistance), on note au niveau des sites infestés par un pathogene, une cas-
cade d’événements (en particulier la production de formes actives de ’oxygene) qui
conduisent a des 1ésions nécrotiques (Benhamou, 1996 ; Esquerré-Tugayé, 2001 ; Lepoivre,
2003 ; Durand-Tardif et Pelletier, 2003). Il s’agit de la « réaction d’hypersensibilité » (ou
« réponse hypersensible ») qui s’apparente a la mort cellulaire programmeée des animaux.
Ces nécroses contribuent a circonscrire le pathogéne au niveau du site d’infestation et
entravent de ce fait la dissémination dans ’organisme. Il s’agit 1a de la premi¢re urgence
pour la plante.

Dans un second temps, mais de maniere quasi-simultanée, les autres parties de la
plante sont alertées de la présence de I’agresseur. Elles mettent en place, en quelque sorte,
un systeme de veille non spécifique qui va permettre une défense treés active contre une
large gamme de pathogenes. Ce phénomene, connu depuis longtemps (Chester, 1933),
nommé initialement « Résistance Systémique Acquise » (RSA ou SAR) (parfois confondue
avec la « Résistance Systémique Induite » (RSI ou ISR)), a suscité de nombreux travaux au
cours des deux dernieres décennies (White et al., 1987; Ryals et al., 1996; Sticher et al.,

1997 ; Klarzynski et Fritig, 2001 ; Heil, 2001 ; Kiic, 2001).
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2 - LA LUTTE CHIMIQUE CONTRE LES CHAMPIGNONS PHYTOPATHOGENES

2.1 - Les fongicides

Plusieurs stratégies chimiques permettent de lutter contre I'invasion d’une plante
par un champignon, de fagon directe ou indirecte. En effet, certains fongicides agissent sur
le syst¢eme énergétique des cellules fongiques en inhibant les processus respiratoires.
D’autres agissent sur la syntheése des constituants du champignon. Des substances ont enco-
re pour but de désorganiser les cellules et leurs divisions au sein des tissus fongiques. Un
classement de ces matiéres actives consiste a distinguer plusieurs catégories suivant leur

pénétration dans la plante et leur fonction chimique.

2.1.1 - Les fongicides non systémiques
Les fongicides non systémiques sont ceux qui demeurent au niveau du point d’ap-
plication sur la plante. Ils sont dits de surface s’ils restent a 'extérieur du végétal, a la sur-
face des feuilles dans le cas d’une application foliaire. Lorsque les fongicides sont suffisam-
ment lipophiles, ils sont piégés au niveau de la cuticule des feuilles; on les appelle alors
cuticulaires. Ils peuvent aussi franchir la cuticule et diffuser dans les parois des premieres

couches cellulaires. Dans ce cas, il s’agit de fongicides pénétrants.

2.1.1.1 - Substances polyvalentes ou multi-sites

Il s’agit de la premicere classe de fongicides apparus des le xixe siecle, aux prémices
de la lutte chimique. Ces composés inhibent simultanément plusieurs fonctions essentielles
du champignon; ils n’ont pas de cible enzymatique spécifique. De ce fait, on n’observe pas
ou tres peu de résistance de champignons vis-a-vis de ces molécules (Leroux, 2003 a). Les
produits multi-sites sont utilisés soit en pulvérisation sur le feuillage des cultures, soit en
traitement des semences. IIs inhibent plus particulierement la germination des spores. Du
fait de leur faible rémanence, leur application doit étre régulierement renouvelée. Plusieurs

familles chimiques appartiennent a cette catégorie.

e Les substances minérales

Ces matieres minérales, a base de cuivre (bouillie bordelaise, bouillie bourgui-
gnonne, oxychlorure de cuivre) ou de soufre, ont permis la lutte contre les mildious et les
oidiums. Les produits cupriques sont par ailleurs également utilisés contre les phytobacté-
rioses. Quant a I’arsénite de sodium, il a été longtemps utilisé pour lutter efficacement

contre I’esca de la vigne, ceci jusqu’en 2003, date a laquelle il a été retiré de la vente.

e Les substances organiques

Apres la seconde guerre mondiale, I’essor de 'industrie chimique a conduit a la syn-
these de nombreux fongicides organiques multi-sites. Ce sont tout d’abord les organomer-
curiques et les organostanniques (acétate de fentine, hydroxyde de fentine) (Fig 2) qui ont

été retirés du marché en 2003. Des phénomenes de résistance vis-a-vis de ces produits
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avaient été observés. Les dithiocarbamates (mancozébe, manebe, zinebe, zirame, thira-

e...) sont des produits non phytotoxiques et méme activateurs de croissance des plantes
(Fig 2). Dotés du méme mode d’action polyvalent, les chloronitriles (chlorothalonil) sont
toujours commercialisés. Il en est de méme pour les phtalimides (captane, folpel), les sul-
famides (tolylfluanide) et les guanidines (doguadine). En revanche, une triazine, I’anilazi-

ne n’est plus commercialisée depuis janvier 2003.
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Figure 2. Substances multi-sites

2.1.1.2 - Substances inhibitrices de la respiration mitochondriale

Les processus respiratoires correspondent chez les champignons et plus générale-
ment chez les Eucaryotes au catabolisme oxydatif des glucides, lipides et protéines. Ces
mécanismes enzymatiques générent une source d’énergie a 'organisme, essentiellement
sous forme d’ATP (Fig 3). De nombreux fongicides (environ un tiers) ont pour cible les
mitochondries et de ce fait sont de bons inhibiteurs de la germination des spores des cham-

pignons.

e [nhibition du complexe 111 (cytochrome bcl) (Fig 4)

Ces inhibiteurs se fixent sur le cytochrome b, soit sur la face interne au niveau de
I’'ubiquinone réductase, soit sur la face externe au niveau de I"'ubiquinol oxydase.

Le cyazofamide, un cyanoimidazole, se fixe sur la face interne du complexe. Il est uti-

lisé pour lutter contre le mildiou de la tomate et de la pomme de terre. A ce jour, aucun
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Figure 3. La phosphorylation oxydative, d’aprés Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG,
Université de Kyoto, 2004)

phénomene de résistance n’a été rapporté pour ce composé. Il n’en va pas de méme pour
les inhibiteurs qui se fixent du c6té externe du complexe ; ceux-ci engendrent des problemes
de résistance chez de nombreux champignons cibles (Leroux, 2003 a). De plus, lorsqu’un
tel champignon acquiert des propriétés de résistance, il devient résistant a tous les fongi-
cides ayant le méme mode d’action: on parle alors de résistance croisée. De fait, ils sont pré-
térentiellement utilisés avec un fongicide ayant une autre cible moléculaire. Les inhibiteurs
de 'ubiquinol oxydase appartiennent a différentes familles chimiques:

- la fenamidone (famille des imidazolinones) est utilisée pour prévenir apparition
du mildiou;

- la famoxadone (famille des oxazolidinediones) est une substance cuticulaire utilisée
en pulvérisation foliaire qui posseéde donc ’avantage de ne pas €tre lessivée par les pluies.

D’autres composés au méme mode d’action dérivent d’'une molécule naturelle, la
strobilurine, qui est une toxine sécrétée par des champignons Basidiomycota du genre
Strobilurus, Oudemansiella et Mycena. Ce sont des champignons lignicoles qui se défen-
dent contre d’autres champignons colonisateurs des mémes milieux que les premiers.
Cependant, les strobilurines naturelles sont volatiles et/ou instables a la lumiere (Leroux,
2003 a). Pourtant, leur large spectre d’activité a suscité un intérét considérable. La recherche
de dérivés plus stables a mené a la commercialisation de nombreux analogues depuis 1992 :

- le krésoxim-méthyl, dont la partie toxique de la molécule est un méthyl méthoxy-
iminoacétate. Cet analogue de strobilurine a la propriété d’€tre redistribué a 'extérieur de
la plante en phase vapeur. C’est la raison pour laquelle cette matiere est dotée d’une longue
persistance d’action et peut €tre utilisée en traitement préventif;

- les propriétés actives de la pyraclostrobine, apparue sur le marché en 2003, sont
attribuées au méthylméthoxycarbamate. Cette substance est dotée d’une tres faible systé-

mie (Couteux et Lejeune, 2004 ).

11
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Figure 4. Inhibiteurs du

e Les découplants de la phosphorylation oxydative (Fig 5)

complexe Ill mitochondrial

Le dinocap qui est un mélange d’isomeres de crotonates de nitrophényles est particu

lierement efficace contre les oidiums. Il n’y a pas de phénomene de résistance observé a ce jour.

Une seconde molécule nommée fluazinam est une 2,6-dinitroaniline qui est utilisée de fagon

préventive contre la germination et la production des spores de nombreux champignons.

9H3 9H3
~CH ~CH
HQ/ H?
- C\ /C\
0770 ., 070 R
OoN NO, ON CH.
Ry
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CH _ |Re=(CHp)y-CHs NO
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Figure 5. Découplants d

e [nhibition de

e la phosphorylation oxydative

la production d’ATP (Fig 6)

Le silthiofam est un fongicide apparu récemment sur le marché (2003). C’est un

silylamide qui empéche la libération de ’ATP mitochondrial et agit au niveau de la rhizo-

sphere. Il est utilisé contre le piétin échaudage dans les cultures céréalieres et il n’y a pas de

résistance connue a ce jour pour ce produit.



Historique

CHs

HaC~S\__g—CHs
|

M CH;
HiC  c=0
HN,
CHy
HC,
CHy
silthiofam

Figure 6. Inhibiteur de la production d’ATP

2.1.1.3 - Inhibiteurs de la biosynthése des lipides

e [nhibiteurs de la NADH cytochrome c réductase dans la péroxydation des lipides (Fig 7)

Ce sont des dicarboximides qui présentent des risques de résistance en particulier
lors de I'utilisation contre Botrytis cinerea. Pour cette raison, il est vivement conseillé de les
utiliser en association avec d’autres matieres actives. Iprodione, procymidone et vinchlozo-
line sont employées pour traiter tous types de cultures, hormis les céréales, contre de nom-

breuses maladies (Botrytis, moniliose, sclérotiniose, alternariose).

HsC
N HyCo
,/\N e 9 cl ) i\/\;
\( HN CH gi(«NAQ
HC o cl
Cl
iprodione procymidone vinchlozoline

Figure 7. Inhibiteurs de la NADH cytochrome c réductase

e Autre inhibiteur de la péroxydation des lipides (Fig 8)
Le tolclofos-méthyl est un organophosphoré employé sur les semences, notamment

contre le rhizoctone de la pomme de terre. Peu de cas de résistances ont été observés.

o, 0~cH,
P

VRN
HaC o 0
HiC
cl

tolclofos-méthyl

Figure 8. Inhibiteur de la péroxydation des lipides

2.1.1.4 - Inhibiteurs de la biosynthése des stérols membranaires (IBS)

Chez les champignons, les stérols - constituants membranaires - sont en général tres
majoritairement représentés par I’ergostérol. Cependant, certains parasites fongiques syn-
thétisent pour stérol majoritaire une molécule voisine de I’ergostérol, par exemple I’ergos-

ta-5, 24(28)-diénol chez les oidiums (Leroux, 2003 a) (Fig 9). D’autres champignons de la

13
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Figure 9. Voies de biosynthése des stérols chez les champignons

famille des Oomycota ne synthétisent pas de stérols, leur squaléne époxydase étant non
fonctionnelle.

e [nhibiteurs de la 140-déméthylase (ou IDM) (Fig 10)
Le prochloraze est un imidazole commercialisé sous forme d’un complexe de man-

ganese. Il est employé contre la pourriture grise de diverses cultures florales.
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La plus grande famille chimique de fongicides IBS est celle des triazoles. Ces molé-
cules sont en majeure partie systémiques xylémiennes (se reporter au § 2.1.2.3). Trois
d’entre elles sont toutefois des fongicides de contact: le prochloraze (imidazole), le biterta-

nol et le difénoconazole (triazoles).

. OH CH; cl 0
0 N cH;2 Os&h &1 H:C ol
\\9/ \ﬁ/ \O ‘ N 3 0 9H2

N_ 2 Cl ¢ N N,
w DI )

prochloraze bitertanol difénoconazole

Figure 10. Inhibiteurs de la 14a-déméthylase

e [nhibiteur de la 3-cétoréductase (C4-déméthylation) (Fig 11)

Le fenhexamide est un botryticide qui réduit la synthése de I’ergostérol par I’inhi-
bition de la 3-cétoréductase (Debieu et al., 2001). Il s’agit d’'un hydroxyanilide employé
depuis 1997 sur les cultures de vigne, fraisiers ou tomates pour prévenir apparition de la
pourriture grise. Des problemes de résistance sont apparus, certaines souches de Botrytis
pouvant détoxifier le fenhexamide (Leroux et al., 2000).

CHs H Cl .
9/
0
OH
fenhexamide

Figure 11. Inhibiteur de la 3-cétoréductase

2.1.1.5 - Fongicides agissant sur la formation des parois cellulaires (Fig 12)

Lefficacité du cymoxanil est liée au métabolisme du champignon. Ceci a été démon-
tré chez Botrytis cinerea par Tellier et al. en 2004. Les souches sensibles sont celles qui
dégradent les cyano-oximes en métabolites acides. Ces fongicides sont particulierement effi-
caces contre les Oomycota. Le cymoxanil est un acétamide souvent employé en synergie

avec d’autres fongicides. Le diméthomorphe, dérivé de I’acide cinnamique, est utilisé contre
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HC  C—C|  HN—CH, e,

C  HN—-C )
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Jo CH-CHs
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cymoxanil diméthomorphe iprovalicarbe

Figure 12. Substances agissant sur la formation des parois cellulaires
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le mildiou. Tout comme pour 'iprovalicarbe (amino-acide carbamate), il est mentionné
)

que ce produit diffuse dans la plante (Couteux et Lejeune, 2004).
2.1.1.6 - Substances affectant la transduction de signaux

e Fongicide agissant au niveau des protéines-G (Fig 13)
Le quinoxyféne est une quinoléine dont le mode d’action supposé pourrait tre une

interaction avec les protéines G. Cette matiere est notamment active pour lutter contre les

oidiums.
Cl N
N
=
Cl O\©\
F
quinoxyféne

Figure 13. Substance agissant au niveau des protéines G

e Fongicides agissant sur la transduction de signaux osmotiques (Fig 14)

Le mode d’action des phénylpyrroles est plus précisément une interaction avec des
MAPKs (Mitogen-Activated Protein Kinases) de la cascade de transduction de signaux
osmotiques (FRAC, Fungicide Resistance Action Committee, 2003).

Les phénylpyrroles sont dérivés d’'une molécule naturelle, la pyrrolnitrine, qui est
synthétisée par des bactéries du sol, notamment Pseudomonas pyrocinia. Les substances
actives de cette famille chimique sont le fenpiclonil (qui n’est plus commercialisé depuis

quelques années) et le fludioxonil qui est enco re utilisé contre la pourriture grise de la vigne.

H H H
N N N
\ / I
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Figure 14. Substances agissant sur la transduction de signaux osmotiques

2.1.1.7 - Inhibiteurs de la biosynthése de méthionine (Fig 15)
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Figure 15. Inhibiteurs de la biosynthése de méthionine
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Les inhibiteurs de la synthése de méthionine agissent sur la cystathionine f-lyase de
facon non compétitive (Fritz et al., 2003). Ce sont des anilinopyrimidines, dont le pyrimé-
thanil efficace contre Botrytis et ’agent de la tavelure (Venturia inaequalis). Cependant, il
existe des souches résistantes de B. cinerea (Fritz et al., 2003). Le mépanipyrime, apparu

récemment sur le marché (2003), est également efficace contre la pourriture grise.

2.1.1.8 - Inhibiteurs de la formation des microtubules et des divisions cellulaires (Fig 16)

Cl
0 CHs
I
HiC C M 0 NH
-C— /
HN 9 C\ O:C\
cl CH, CH, ,N—<:\
cl CIOCHZ
zoxamide pencycuron

Figure 16. Inhibiteurs de la formation des microtubules et des divisions cellulaires

e Substances affectant I’assemblage de la p-tubuline
Le zoxamide est un benzamide apparu sur le marché en 2003. Cette substance, per-
sistante dans le feuillage du fait de son absorption cuticulaire, est active contre les

Oomycota. Elle est commercialisée uniquement en association avec le mancozebe.

e Inhibition de la division cellulaire
Le pencycuron est une phénylurée dont le mode d’action précis n’est pas élucidé. 11

est utilisé en culture maraichére contre le rhizoctone.

2.1.2 - Les fongicides systémiques
La systémie des fongicides se limite uniquement a une systémie xylémienne: le pro-
duit diffuse de la semence (zone d’application) vers le sol environnant puis est absorbé par

les racines au moment de la germination pour migrer vers les parties aériennes.
2.1.2.1 - Substances inhibitrices de la respiration mitochondriale

e [nhibition du complexe Il (succinate déhydrogénase) (Fig 17)

Les carboxamides sont des inhibiteurs du complexe II (Fig 3) de la mitochondrie.
Ceux-ci déclenchent des phénomenes de résistance chez certains champignons. Ils sont
donc souvent commercialisés en association avec un second fongicide.

La carboxine est un phénylamide auquel on attribue des propriétés systémiques.
Son mode d’action n’est pas encore élucidé (Couteux et Lejeune, 2004). Particulierement
efficace contre les Basidiomycota, il est actuellement commercialisé uniquement en asso-
ciation. Le flutolanil est, quant a lui, un anilide utilisé sur les semences de pomme de terre
pour lutter contre le rhizoctone. Ce produit présente la caractéristique d’€tre persistant
durant tout le cycle du végétal. Le mépronil, efficace contre le rhizoctone de la laitue a été

retiré en 2003.
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Figure 17. Inhibiteurs du complexe Il mitochondrial

e [nhibition du complexe 111 (cytochrome bc;) (Fig 18)

Parmi les analogues de strobilurines commercialisés depuis 1992, deux composés
sont systémiques:

- azoxystrobine, dont le toxophore (groupement exercant leffet toxique) est un
méthyl fméthoxyacrylate, est utilisé sur les plants de chicorée pour lutter contre le mildiou.
Cette molécule présente de plus la propriété d’étre redistribuée a 'extérieur de la plante en
phase vapeur, de la méme maniére que le krésoxim-méthyl, non systémique (Leroux, 2003 b);

- la picoxystrobine est apparue plus récemment sur le marché européen (2003). Son
spectre d’action est étendu. Elle est rapidement absorbée par la plante et est aussi redistri-
buée sous forme de vapeurs autour de celle-ci.
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Figure 18. Inhibiteurs du complexe Il mitochondrial

Au début des années 90, les analogues des strobilurines étaient annoncés comme
¢tant des molécules treés prometteuses. Ceci était appuyé notamment par I’étendue de leur
spectre d’action et ’absence de phytotoxicité. Seulement, comme la plupart des inhibiteurs
agissant sur la face externe du complexe III, les strobilurines causent des problémes de résis-

tance (Leroux, 2003 a) et de ce fait ces molécules doivent étre utilisées en association.
2.1.2.2 - Inhibiteurs de la biosynthése des lipides

e Perturbateurs de la perméabilité membranaire (Fig 19)

Les carbamates, dont le propamocarbe, sont utilisés en traitement des sols pour
contrdler la fonte des semis. Ce produit est particulierement spécifique des Oomycota.
Cependant, son mode d’action n’est pas bien connu; il est supposé agir sur la synthése
d’acides gras (FRAC, 2004).
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Figure 19. Perturbateur de la perméabilité membranaire

2.1.2.3 - Inhibiteurs de la biosynthése des stérols membranaires (IBS)
Il s’agit d’'une importante classe de fongicides qui est développée depuis 1973. Ces
inhibiteurs peuvent provoquer apparition de résistance chez les champignons pathogenes,

en particulier si leur utilisation est excessive.

e [nhibition de la 14a-déméthylase (IDM) (Fig 20)

Parmi les inhibiteurs de la 14a-déméthylase systémiques, on trouve actuellement 3
familles chimiques. Les pipérazines et les pyridines, familles auxquelles appartiennent res-
pectivement la triforine et le pyrifénox et qui sont retirées du marché depuis 2003. Les pyri-

midines sont toujours autorisées a la commercialisation: ce sont le fénarimol - utilisé en
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Figure 20. Inhibiteurs de la 14a-déméthylase
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particulier contre les oidiums - et le nuarimol, qui est uniquement proposé en association
avec d’autres matieres actives. Parmi les imidazoles, I'imazalil n’est plus commercialisé seul.
La famille chimique comprenant le plus grand nombre de molécules actives est celle des
triazoles; on ne compte pas moins de 18 substances, dont on peut citer a titre d’exemple le

flusilazole, le propiconazole et le triadiménol.

e [nhibition de la A3—A’-isomérase et de la A'*-réductase (Fig 21)

Les morpholines sont des inhibiteurs de ce groupe. Dodémorphe et fenpropi-
morphe sont utilisés seuls alors que le tridémorphe est employé uniquement en association
avec d’autres fongicides. Fenpropimorphe et tridémorphe sont de trés bons inhibiteurs de
la A%-A7-isomérase (Debieu et al., 2000). La fenpropidine est une pipéridine utilisée sur le
blé et 'orge en traitement du mildiou, alors que la spiroxamine, une spirocétalamine effi-
cace également contre les oidiums, est utilisée non seulement sur les céréales mais aussi en

viticulture.
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Figure 21. Inhibiteurs de la A3—=A’-isomérase et de la A'*-réductase

2.1.2.4 - Inhibiteurs de la synthése d’acides nucléiques

e [nhibition de la synthése ’ARN (Fig 22)

Des phénylamides, comme le bénalaxyl et le méfénoxame inhibent I’action de la
polymérase 1. Ces fongicides sont actifs sur les Oomycota, mais ceux-ci développent des
résistances. Ces inhibiteurs sont donc préférentiellement utilisés en association.

D’autres substances inhibent ’adénosine déaminase I. C’est le cas du bupirimate
qui est une hydroxypyrimidine employée pour traiter les oidiums de fagon préventive sur

les cultures 1égumicres et fruitieres.
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Figure 22. Inhibiteurs de la synthése d'ARN

e [nhibition de la synthése ’ADN (Fig 23)
L’hyméxazole est un hétérocycle azoté commercialisé depuis 1996 pour lequel aucu-

ne résistance n’a été rapportée. Cependant, on ne connait pas encore quelle est sa cible
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Figure 23. Inhibiteur de la synthése d'ADN

2.1.2.5 - Inhibiteurs de la biosynthése de méthionine (Fig 24)

Le cyprodinil est une anilinopyrimidine (inhibiteur de la cystathionine B-lyase) qui
est efficace contre de nombreux champignons pathogenes. Cependant, des phénomenes de
résistance ont été observés, notamment chez Botrytis (Fritz et al., 2003).
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Figure 24. Inhibiteur de la biosynthése de méthionine
2.1.2.6 - Inhibiteurs de la formation des microtubules

e Substances affectant I'assemblage de la B-tubuline (Fig 25)

Le carbendazime et le thiabendazole sont des benzimidazoles, fongicides a large
spectre. Toutefois, leur utilisation doit €tre peu répétée car de nombreuses souches sont
devenues résistantes a cette famille chimique.

Le thiophanate-méthyl présente les mémes inconvénients. De plus, lorsqu’il est
conservé longtemps en solution aqueuse, il se décompose en carbendazime.

En revanche, le diéthofencarbe est un N-phénylcarbamate efficace contre Botrytis et
méme sur les souches résistantes aux imidazoles. De ce fait, il est souvent employé en asso-
ciation avec le carbendazime.
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Figure 25. Substances affectant I'assemblage de la p-tubuline

2.2 - Les stimulateurs de défenses naturelles des plantes

Les mécanismes de défenses naturelles sont complexes mais de mieux en mieux
connus grace aux approches génétiques et moléculaires. Il est alors possible d’intervenir a
différents niveaux en appliquant sur les plantes des substances naturelles ou des analogues
dont le rdle est de stimuler les réactions de défense vis-a-vis des pathogenes.

Mais il y a aussi eu une part de hasard. C’est ainsi que le fosétyl-Al (ou phoséthyl-
Al) a d’abord été testé comme antitranspirant avant que I’on découvre son effet protecteur
vis-a-vis du mildiou de la vigne. Ce produit ne possede pas par lui-méme de propriétés fon-
gicides. Il est décomposé dans la plante en éthylphosphonate puis en acide phosphoreux et
en acide phosphonique (Fig 26). Les phosphonates provoquent une carence phosphatée
(Leroux, 2003) chez les champignons et ceux-ci produisent alors des substances qui vont
induire une élicitation chez la plante-hdte. Le phosphonate est un produit fortement systé-
mique: il parcourt la plante entiere par les deux courants de seve (Leconte et al., 1988). Il
stimule indirectement le syst¢eme de défense des plantes. En effet, chez Arabidopsis, il a été
montré que le fosétyl induit ’expression d’une PR-protéine, PR-1 (Chuang et al., 2000)

impliquée dans la résistance systémique acquise.

0, o~ 3+ OH C
Cofs.-R Al — P ~=  H-P-OH
Ho HO"' ~OH OH
fosétyl-Al acide phosphoreux acide phosphonique

Figure 26. Métabolisme du fosétyl-Al
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Le cas de I’acide salicylique (AS) est intéressant. Il a d’abord été démontré que I’as-
pirine (un dérivé synthétique de I’acide salicylique) pouvait induire un état de résistance
systémique acquise et la production de protéines PR (White, 1979), mimant probablement
’action d’'un composé benzoique naturel agissant en tant que signal de défense (van Loon,
1983). C’est finalement en 1990 que deux démarches complémentaires démontrent que
’AS est un élément essentiel dans I’induction de la résistance systémique acquise (Malamy
et al., 1990; Métraux et al., 1990), méme s’il n’est pas vraisemblablement le premier signal
issu du site d’infestation (Rasmussen et al., 1991 ; Vernooij et al., 1994), ce dernier point
faisant toujours I'objet de débats (Métraux, 2001). L'utilisation de I’AS a été envisagée pour
la protection des cultures mais de fortes concentrations (~15 mM) sont requises. Il a été sug-
géré que I’AS exogene appliqué sur le feuillage ou instillé dans le mésophylle était peu
mobile dans la plante (van Loon et Antoniw, 1982) ou rapidement métabolisé et compar-
timenté (Métraux et al., 1990). Actuellement, le mode d’application qui semble le plus effi-
cace, consiste a injecter sous pression des sels de salicylate dans le bois du cep de vigne par
exemple, pour lutter contre Eutypa lata et Chondostereum purpureum (Spiers et Ward,
2001). Par conséquent, I'utilisation d’analogues naturels ou de synthese de ’AS a été égale-
ment envisagée (Fig 27).
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acide 2,6-dichloroiso -
nicotinique (INA)

acide salicylique acibenzolar-S-méthyl

Figure 27. Lacide salicylique et des analogues fonctionnels

Lacide 3,5-dichlorosalicylique, une molécule naturelle présente dans les plantes
(Lateur, 2002) a retenu l'intérét pour lutter contre la tavelure du pommier (Ortega et al.,
1998) et se montre, a cet égard, plus efficace que I’acide 2,6-dichloroisonicotinique (INA),
un analogue de I’AS (Fig 27). L'utilisation de 'INA n’a guere dépassé le stade des essais en
raison de sa phytotoxicité. En revanche, I’acibenzolar-S-méthyl, développé par Novartis
(maintenant Syngenta) a été introduit en 1996 en tant qu’activateur de défenses pour le
contrdle de oidium des céréales en Allemagne et en Suisse (Ruess et al., 1996). 11 a été clai-
rement démontré que I’acibenzolar-S-méthyl, de la méme maniere que I'IINA, sont des com-
posés systémiques impliqués dans la RSA, en amont ou au niveau du site d’action de I’AS
(Kessmann et al., 1996) (Fig 28). Lacibenzolar-S-méthyl qui n’a pas d’effet direct sur les
champignons et les bactéries phytopathogenes, permet de protéger diverses plantes culti-
vées, outre les céréales (Fig 29). Ce produit est ainsi utilisé contre la pyraculariose du riz et
plusieurs mildious (Ishii et al., 1999 ; Leroux, 2003 b).

De méme, la mise sur le marché des laminarines (Société Goémar) est lie aux pro-
gres de nos connaissances sur les interactions plantes-champignons pathogeénes. Des le

début des années 8o, il a été suggéré que les polysaccharides ne sont pas uniquement des
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Figure 28. Site d’action de I'acibenzolar-S-méthyl (CGA 245704) dans la voie de transduction de signal
de la RSA (d’apres Kessmann et al., 1996)
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Figure 29. Spectre d’action de l'activation de la RSA par l'acibenzolar-S-méthyl (ASM) vis-a-vis de
maladies du tabac (essais au champ avec BION®/ACTIGARD™ utilisé a 12-37 g d’ASM/ha) (source:
Novartis, dans Oostendorp et al., 2001).

éléments de structure chez les €tres vivants, mais aussi des sources capables de réguler des
genes essentiels du développement et de la défense des plantes (Albersheim et al., 1983).
Effectivement, dans le cadre de la confrontation entre les deux organismes, I’attaque de la
paroi végétale par les polygalacturonases du champignon et I’attaque de la paroi fongique
par les chitinases et glucanases de la cellule végétale aboutissent a la libération d’oligomeres
qui sont respectivement des éliciteurs endogenes (-1,3 glucanes, oligogalacturonides) et
des éliciteurs exogenes (p-1,3 glucanes, oligochitines). Ces éliciteurs vont amplifier la pro-
duction d’enzymes hydrolytiques par la plante (Klarzynski et Fritig, 2001). D’ou I'idée de
produire des oligomeres (ayant la taille et la structure requise pour I’élicitation) a partir
d’un matériel possédant une paroi a structure intéressante et abondant en bordure d’océan,
les algues brunes. Ces laminarines (f3-1,6-1,3 heptaglucane; $-1,3 pentaglucane) induisent
une accumulation rapide de protéines PR chez le tabac sans provoquer de mort cellulaire

(Klarzynski et al., 2000). La réponse induite par le produit est dépendante de la concentra-
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tion en laminarine appliquée (Aziz et al., 2004). En pratique, la protection des plantes par
ce composé est limitée, mais est il est toutefois utilisé en culture biologique (Leroux, 2003 b).

De nombreux autres activateurs des défenses de la plante sont connus (Ktc, 2001).
Parmi ceux qui retiennent le plus P’attention, citons I’acide f-aminobutyrique et le probé-
nazole.

L’acide B-aminobutyrique (BABA) est un acide f-aminé qui n’entre pas dans la com-
position des protéines. Ce composé stimule les défenses de la plante par la voie de trans-
duction dépendante de I’acide salicylique et n’agit pas sur la voie dépendante de I’acide jas-
monique (Zimmerli et al, 2001).

Le probénazole est un composé de synthese qui n’a pas d’activité antifongique direc-
te. Ce produit est en fait un précurseur de la saccharine qui est un métabolite actif chez la
plante (Fig 30). Celui-ci stimule notamment la résistance systémique acquise en amont de

I'induction de I’acide salicylique chez le tabac (Nakashita et al., 2002).
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Figure 30. Le probénazole et ses métabolites (Oostendorp et al., 2001)
3 - LA SYSTEMIE

3.1 - Définition, avantages et inconvénients

La systémie est ’aptitude d’une molécule a se déplacer dans la plante pour atteindre
sa cible. Autrement dit, un composé est dit systémique lorsqu’il est retrouvé dans la plan-
te, en dehors de la zone ou du point d’application. Pour ce faire, le produit emprunte les
voies de transport a longue distance de la plante: ce sont les vaisseaux du xyleme et les
tubes criblés du phloeme qui véhiculent respectivement la seve vasculaire (ou seve brute)
et la seve phloémienne (ou seve élaborée). Le premier courant de seéve, ascendant, permet
a la plante de diriger I’eau, les ions issus du sol et diverses molécules organiques jusqu’aux
sites out siege la photosynthese. Les produits de ce métabolisme et les molécules recyclées
issues des racines sont ensuite distribués aux divers organes en croissance ou de stockage
par la seve phloémienne. Celle-ci circule donc dans les deux sens pour alimenter, d’une
part, les racines et éventuellement les tubercules et, d’autre part, les jeunes organes aériens
apicaux.

En ce qui concerne les produits phytosanitaires, la systémie est généralement une

propriété avantageuse, en premier lieu parce que cela implique que les produits soient
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pénétrants ce qui les met a I’abri des lessivages et de I’action de la lumiére, en second lieu
(et surtout) parce que les produits sont aptes a se déplacer vers une cible normalement peu

ou non accessible.

BOURGEONS

Systémie xylémienne
Systémie phloémienne
Ambimobilité

e

FEUILLE ADULTE

TIGE

Y

\/RACINES
e

Figure 31. Les différents types de systémie

Dans le cas d’une systémie xylémienne (ou apoplastique) (Fig 31), la molécule doit
€tre appliquée sur le sol ou enrober la graine. Ensuite, lors de la croissance de la plante, la
matiere active (insecticide, fongicide) est véhiculée des racines vers les parties aériennes de
la plante ou elle peut exercer son effet biologique. S’il s’agit de produits apoplastiques,
ceux-ci pénetrent peu dans les organes (fruits, graines) récoltés pour I’alimentation anima-
le ou humaine. Ceci limite les risques dans la chaine alimentaire. Le principal inconvénient
est lié au mode d’application puisque I’absorption du produit par le végétal n’est que par-
tielle. Le reste est exposé au lessivage d’ou un risque de pollution du sol et des eaux.

Dans le cas de la systémie phloémienne (ou symplastique) (Fig 31), les xénobiontes
sont entrainés vers les parties de la plante en voie de croissance (notamment les apex cau-
linaire et racinaire) et vers les organes de stockage (tubercules, rhizomes). Cette propriété
est évidemment tres favorable aux herbicides (2,4-D, glyphosate, etc.) qui leur permet d’at-
teindre des sites stratégiques contrélant la pérennité et le développement de la plante.

Du fait des échanges entre phloeme et xyleme habituellement constatés le long des
voies de transport, les produits phloeme-mobiles peuvent €tre repris en partie par le cou-
rant de seve vasculaire, ce qui leur assure une large distribution dans la plante. La plupart
des produits a systémie libérienne sont de ce fait ambimobiles, c’est-a-dire mobiles dans les

deux voies de transport a longue distance.



Historique

La systémie phloémienne et 'ambimobilité sont des propriétés a priori avanta-
geuses pour les insecticides, nématicides et les fongicides pour lutter respectivement contre
les pucerons et autres insectes piqueurs, contre les nématodes et contre les champignons
pathogenes du systéme racinaire et des tissus conducteurs. Il n’y a pas d’inconvénient par-
ticulier lorsqu’il s’agit de cultures non collectées pour I’alimentation animale ou humaine
(cotonnier par exemple). En revanche, I'utilisation de tels produits systémiques doit néces-
siter une vigilance particuli¢re dans le cas contraire (spécificité de la cible, période d’utili-

sation, turn-over et compartimentation dans la plante...)

3.2 - Généralités sur les séves et les voies de transport

3.2.1 - Le phloeme

La circulation de la seéve phloémienne est un écoulement par pression de turgescen-
ce selon le concept de Miinch (1930): les produits de la photosynthése s'accumulent dans
les éléments conducteurs du phloeéme, générant ainsi un influx d'eau en provenance des cel-
lules voisines ou du compartiment apoplastique, d'ou une poussée du liquide vers les par-
ties de la plante en voie de croissance (Fig 32). Ce modele a été abandonné dans les années
1950 et 60 lorsque divers auteurs ont constaté que des inhibiteurs du métabolisme ou des
refroidissements appliqués localement sur le pétiole (ou une portion de tige) stoppaient la
circulation libérienne. Il a été réhabilité vers le milieu des années 70 (Bonnemain, 1975) et
admis depuis.

La circulation de la seve xylémienne peut résulter « d'une poussée racinaire » liée a
un influx d'ions dans les vaisseaux entralnant un mouvement osmotique d'eau a travers la
membrane plasmique des cellules contigués (Fig 32). Les conséquences de cette poussée

racinaire sont visibles dans la nature, tot le matin, lorsque des gouttelettes d'eau apparais-
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Figure 32. Schématisation de la circulation des séves chez le végétal (Bonnemain, 1975)

27



28

Historique

sent en bordure ou a I'extrémité du limbe de diverses especes, plus précisément au niveau
d'orifices nommés hydatodes. Durant le jour, la perte d'eau par transpiration au niveau du
feuillage génere un appel d'eau et la seve xylémienne est alors sous tension (Fig 32).

Le phloeme est un tissu composé de plusieurs types cellulaires ayant des fonctions
spécifiques, mais on ne retiendra ici que le complexe cellule compagne-cellule criblée. Ces
deux cellules sont issues de la méme cellule méristématique mais leur différenciation et
leur fonction sont tres différentes. La cellule compagne différenciée se caractérise notam-
ment par la présence d'un noyau volumineux, un vacuome réduit, des plastes sans amidon,
de nombreuses mitochondries et enfin par 1'abondance des ribosomes (en partie associés
au réticulum endoplasmique) (Fig 33). La cellule criblée subit une autolyse programmée,
partielle car il n'y a pas de mort cellulaire, au cours de sa différenciation. Lorsque celle-ci
est achevée, il s'agit d'une cellule sans noyau, sans appareil vacuolaire et apparemment,
sans ribosomes. La partie centrale de la cellule parait vide; il ne subsiste plus que quelques
mitochondries, quelques plastes avec amidon et des éléments de réticulum lisse qui se
situent en bordure de la membrane plasmique. L'élément criblé communique avec la cel-
lule compagne sceur par des plasmodesmes branchus et aux éléments criblés sus-jacents et
sous-jacents par des pores qui résultent de 1'élargissement des plasmodesmes (Fig 33).
Lensemble forme le tube criblé au sein duquel s’écoule la séve phloémienne (Fig 33). Chez
de nombreuses especes, les cellules criblées contiennent des protéines spécifiques, les pro-
téines-P (P pour phloeme). Ces protéines peuvent s'assembler pour former des structures
nommées maintenant forisome (il s'agit du « corps protéique cristallin » dans la Fig 33).
En réponse a un stress (choc thermique, stress chimique, blessure), le forisome se disperse
et ses éléments obturent les pores du crible (Van Bel et al., 2002). La synthese de callose,
un processus plus lent, aboutit au méme résultat. Ce sont les raisons pour lesquelles il n'y
a pas en général « d'hémorragie » phloémienne apres section d'un pétiole ou d'une tige.

Ricinus communis que nous allons utiliser pour nos expériences fait partie des exceptions.

Figure 33. Reconstitution de la structure des tubes criblés (TC) et des cellules compagnes (CC) dans

Vicia faba (d’apres Knoblauch et al., 1998)

TC et CC sont connectés par de nombreux plasmodesmes branchus (PB). Les plastes du TC (PI), les mitochon-
dries (M) et le réticulum endopolasmique (RE) sont distribués le long de la membrane plasmique ou des pro-
téines pariétales (PP) sont agrégées. PP et RE sont parfois localisés sur les cribles (Cr), en marge des pores. C:
callose; CP: corps protéique cristallin; Par: paroi; N: noyau; P: plastes; V: vacuole.
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3.2.2 - Le xyleme

Le xyléeme comprend également plusieurs types cellulaires ayant des fonctions spé-
cifiques. On évoquera ici brievement que deux types cellulaires, la cellule associée aux vais-
seaux (CAV) et ’élément de vaisseau. Ceux-ci proviennent de cellules méristématiques dif-
férentes. La différenciation de I’élément de vaisseau est un processus complet de mort cel-
lulaire programmée, accompagnée de la lignification des parois longitudinales. Chez les
especes végétales évoluées, les parois transversales sont détruites. En conséquence, chaque
élément de vaisseau communique au suivant par une large perforation pour former un vais-
seau. Chaque vaisseau est ainsi constitué d’une dizaine ou de quelques dizaines d’éléments
de vaisseau dispersés bout a bout. C’est dans cette tuyauterie que circule la seve xylémien-
ne. Lélément de vaisseau est bordé par un nombre variable de CAVs selon les especes. La
CAV présente de nombreuses analogies structurales avec la cellule compagne du phloeme,
mais ne communique pas avec ’élément de vaisseau par les plasmodesmes (Czaninski,
1977). C’est donc essentiellement la membrane plasmique de la CAV qui régit les échanges
de solutés avec la seve xylémienne et qui participe au contrdle du pH de cette seve

(Fromard et al., 1995).

3.3 - Généralités sur les transports membranaires

3.3.1 - La structure de la membrane plasmique

Les principaux constituants sont des phospholipides qui, par leur structure allongée,
possedent une téte hydrophile et une queue hydrophobe. Ils sont ordonnés de facon a for-
mer une bicouche lipidique, établissant une séparation entre le compartiment symplas-
tique (c’est-a-dire le compartiment bordé extérieurement par la membrane plasmique) et
le compartiment apoplastique (qui comprend la paroi, les méats et les cellules mortes,
comme les éléments de vaisseaux). Des protéines s’associent a la surface de cet assemblage.
D’autres, compte tenu de leurs propriétés physicochimiques, s’enchassent entierement ou
en partie dans la bicouche. Lorsqu’elles sont dotées d’un motif glycosydique, celui-ci
demeure a la surface de la membrane. L'¢lasticité et la perméabilité de la membrane dépen-
dent étroitement de ’agencement des lipides et sont modulées notamment par la présence

de stérols (Bach et Benveniste, 1997).

3.3.2 - La diffusion au travers de la bicouche lipidique

Toute molécule suffisamment lipophile peut s’insérer de facon spontanée dans la
bicouche et peut y rester enchassée ou bien traverser celle-ci de part en part, ceci sans utili-
ser ’énergie de la cellule (Fig 34). Ce mouvement réduit le gradient de concentration de
part et d’autre de la membrane. Il s’agit d’un transport non saturable. De nombreux com-
posés peuvent diffuser de cellule a cellule de cette maniére. Les composés hydrophiles ou
chargés n’ont pas cette propriété et adoptent d’autres moyens de traverser la membrane

plasmique.
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3.3.3 - Le transport des solutés par des protéines membranaires
De nombreuses protéines membranaires ont un réle fondamental dans le transport

des solutés organiques et inorganiques (Fig 34) au travers de la membrane plasmique.
Transported molecule
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Figure 34. Diffusion simple, diffusion contrélée par un canal, transportle long du gradient de concen
tration assuré par un transpo rteur et transpo rt actif primaire (Taiz et Zeiger, 1998)

e Diffusion assurée par des canaux

Des protéines intrinseques fonctionnent comme des pores membranaires. Elles
jouent un rdle important dans les échanges de cations et d’anions, la spécificité et la durée
de la diffusion étant contrélées respectivement par des parties du canal nommées « filtre
de sélectivité » et « portes ».

e Diffusion facilitée
A la différence de la diffusion simple, ce type de transport est saturable. En effet, il
résulte d’une interaction entre le soluté et un constituant du transporteur. Il se produit sans

dépense d’énergie, le transport ayant lieu dans le sens du gradient de concentration.

e Le transport actif primaire

Il est directement couplé a une source métabolique d’énergie, par exemple I’hydro-
lyse de I’ATP. Ces transporteurs sont appelés « pompes » et transportent des ions comme
H* ou Ca** contre leur gradient de concentration. Toutefois, les transporteurs ABC (ATP-

Binding Cassette) qui manipulent des molécules organiques, sont aussi des pompes.

e Transport actif secondaire ou transport secondaire (Fig 35)

Ce type de transport est dépendant des gradients électrochimiques générés active-
ment par les pompes et tend a dissiper ces gradients. On distingue deux types de translo-
cation secondaire. Ainsi, dans le cas d’un gradient transmembranaire de protons établi par
une ATPase-pompe a proton (Fig 34), 'énergie dissipée par un proton revenant dans le

compartiment initial peut €tre couplée au transport dans le méme sens d’un autre soluté
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(ion ou molécule organique) (Fig 35). Elle peut aussi étre couplée au transport dans le sens
opposé de I'autre soluté. Dans le premier cas, il s’agit d’'un symport (ou cotransport) et

dans le second cas, d’un antiport.

@ (A) Symport (B) Antiport @

Low @@@@@ @@@

OUTSIDE ;

Electrochemical
potential gradient
of substrate A

INSIDE

High Low
® ® ®

Figure 35. Les deux catégories de transport secondaire (Taiz et Zeiger,1998).

3.4 - Mécanismes du chargement libérien

Il est admis (Taiz et Zeiger, 1998) que le chargement du complexe cellule criblée-cel-

lule compagne du phloéme a lieu selon deux voies, ceci dépendant des especes végétales.

3.4.1 - La voie symplastique

Dans ce cas, les produits de la photosynthese transitent d’une cellule a ’autre par
les plasmodesmes, depuis les cellules assimilatrices jusqu’au complexe conducteur. Les plas-
modesmes sont limités extérieurement par la membrane plasmique et appartiennent au
compartiment symplastique. Il est admis que le transit a travers la paroi a lieu plus préci-
sément au niveau de I’annulus cytoplasmique, c’est-a-dire ’espace compris entre le réticu-
lum modifié (microtubule) et la membrane plasmique (Fig 36). L'un des principaux argu-
ments en faveur de cette voie est 'abondance des liaisons symplastiques (c’est-a-dire des
plasmodesmes) depuis les cellules assimilatrices jusqu’au complexe cellule criblée-cellule

compagne.

Cell 1 Cell 2
Endoplasmic reticulum _

Plasma
membrane

Cell wall

Plasmodesma

Desmotubule

Annulus

Figure 36. Vue schématique de plasmodesmes simples (Taiz et Zeiger, 1998)
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3.4.2 - La voie apoplastique

Les produits de la photosynthese, aprés un transit symplastique en bordure du
phloéme, passent dans la paroi, c’est-a-dire le compartiment apoplastique. C’est a partir de
ce compartiment qu’ils s’accumulent dans le complexe cellule criblée-cellule compagne. Le
mécanisme de chargement est un ensemble de transports secondaires (symport H*saccha-
rose, symport H*-acides aminés, etc.) énergisés par le gradient électrochimique de proton
de la membrane plasmique du complexe créé et entretenu par ’ATPase-pompe a proton de
la membrane plasmique du complexe cellule criblée-cellule compagne (Giaquinta, 1977;
Delrot et Bonnemain, 1978, 1981 ; Delrot, 1981 ; Bonnemain et al., 1984) (Fig 37).

L’ATPase-pompe a proton de la membrane plasmique des plantes est une enzyme
intrinseque dont 'importance est équivalente a celle de ’ATPase/Na*, K* des animaux. Elle
est représentée par diverses isoformes qui sont en fait les produits d’'une famille d’une
dizaine de genes (Palmgreen, 2001). Elle est fortement exprimée dans le phloéme et plus
particulierement dans la cellule compagne (Bouché-Pillon et al, 1994; DeWitt et
Sussmann, 1995). Autre conséquence de son activité, le pH de la seve phloémienne est net-
tement alcalin (pH ~ 8,0) alors que le pH de I’apoplaste phloémien est voisin de 5,0 ou de
5,5. 1l s’agit d’une situation amplifiant a ce niveau le phénomene de piégeage d’acides
faibles endogenes (Fig 36) et qui doit avoir une incidence sur absorption et la systémie de
xénobiontes acides. A noter que chez certaines espéces, Ricinus communis par exemple

(Orlich et Komor, 1992), les deux voies cooperent pour assurer le chargement libérien.

3.5 - Cas des produits phytosanitaires phloéme-mobiles

Dans un premier temps, un produit phytosanitaire appliqué sur la surface foliaire
doit franchir la cuticule. La couche cuticulaire est une surface cireuse trés hydrophobe qui
joue le role de barriere physique. Les composés trop hydrosolubles ne peuvent pas franchir
aisément cet obstacle en I’absence d’adjuvants. Dans le cas ou la molécule est suffisamment
lipophile pour traverser ces cires, elle se retrouve alors au niveau de la paroi cellulaire.
Cette paroi est typiquement constituée de cellulose, d’hémicellulose et de pectine. Les sub-
stances agropharmaceutiques systémiques arrivent au complexe cellule compagne-cellule
criblée du phloeme selon trois modalités: la voie symplastique (apres avoir franchi la mem-
brane plasmique de I’épiderme ou de cellules sous-jacentes), la voie apoplastique (dans ce
cas, elles diffusent dans les parois avant de franchir le plasmalemme du complexe cellule
criblée-cellule compagne) ou la combinaison des deux voies. Le transport a longue distan-

ce de ces produits dans le phloeme est en général assuré par deux mécanismes.

3.5.1 - Le piégeage d’acide
Depuis longtemps, il a été noté que la quasi totalité des herbicides a systémie phloé-
mienne (2,4-D; 2,4-DB; MCPA; 2,4,5-T; Dicamba; acide 3-amino-2,5-dichlorobenzoique;

2,3,6-TBA; acide 2,2,5-triiodobenzoique; Piclorame; hydrazide maléique; TCA; Dalapon;
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etc.) étaient porteurs d’une fonction acide carboxylique (Ashton et Crafts, 1981 ; Delrot et
Bonnemain, 1991). Il a par conséquent été proposé que ces molécules pénetrent dans le
phloe¢me selon le mécanisme de piégeage d’acide. Dans I’apoplaste phloémien, le pH étant
voisin de 5,0, ces herbicides se présentent au moins en partie sous forme non dissociée.
Sous cette forme neutre, les xénobiontes sont en général suffisamment lipophiles pour tra-
verser la bicouche phospholipidique et se retrouvent alors dans le cytoplasme. Dans ce nou-
veau milieu (qui appartient au compartiment symplastique), le pH est beaucoup plus élevé
(~ 7,3 pour une cellule de parenchyme, ~ 8,0 pour le tube cribl€) et ceci provoque une dis-
sociation de I’acide qui devient alors hydrophile. Cette forme RCOO" ne peut plus traver-
ser la membrane aisément et reste ainsi piégée dans le compartiment symplastique. Elle est
alors entrainée par la seve phloémienne vers les parties en voie de croissance de la plante.
Il a été clairement démontré, avec le 2,4-D, I’atrazine et le défénuron (Neumann et al.,
1985) que cette caractéristique d’acide faible est requise pour le transport dans la seve
phloémienne: le 2,4-D dont on 6te la fonction acide perd sa mobilité phloémienne; inver-
sement, si une fonction acide carboxylique est ajoutée a I’atrazine ou au défénuron (systé-
miques xylémiens), ceux-ci sont retrouvés dans le phloeme. Divers herbicides actuels
(divers représentants des sulfonylurées et des imidazolinones) sont des acides (ou des

esters) dont la systémie phloémienne est liée au mécanisme de piégeage d’acide (Kleier et
al., 1998).

L’absence de fongicides typiquement phloeme mobiles a été soulignée a plusieurs
reprises au cours des dernieres décennies (Edgington, 1981 ; Smith et al., 1995 ; Kleier et al.,
1998). De ce fait, une stratégie analogue a celle développée pour les herbicides a parfois été
tentée mais les résultats sont plus ou moins décevants. La premiere tentative a été effectuée
sur le métalaxyl (qui est transporté en infimes quantités vers les racines apres application
foliaire) pour contréler les champignons pathogenes des racines. Le métalaxyl étant un
ester, ’hydrolyse de la fonction ester pour libérer I’acide faible était a priori une bonne
idée. Malheureusement, ce dernier n’exerce plus d’activité fongicide (Edgington, 1981).
Plus récemment, des dérivés acides du cymoxanil, un fongicide a systémie xylémienne, ont
été synthétisés. Deux de ces dérivés montrent une forte activité fongicide sur Perenospora
parisitica, mais leurs caractéristiques physicochimiques font que leur transport phloémien
est beaucoup trop faible pour envisager une application au champ (Smith et al.,, 1995).

En revanche, les propriétés physicochimiques de I’acide salicylique (pKa = 3,01 ;
log K,,, = 2,06), un élément important du développement de la RSA, sont compatibles avec

une forte systémie phloémienne (Yalpani et al., 1991).

3.5.2 - P’intervention de transporteurs
Une systémie phloémienne de produits phytosanitaires résultant de I'activité de
transporteurs a d’abord été considérée comme totalement invraisemblable et tout projet de

synthétiser des pesticides manipulés par des transporteurs comme une utopie. Toutefois, il
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est bien démontré maintenant que divers xénobiontes pénetrent dans le phloeme par ce
type de protéines intrinseques. Ainsi le 2,4-D pénétre dans les cellules selon deux méca-
nismes (Fig 37), le piégeage d’acide comme cela vient d’étre mentionné et par cotransport
avec H*via un transporteur d’auxine (Kasai et Bayer, 1991). ANT1, récemment caractérisé,
manipule les acides aminés aromatiques et des hormones auxiniques comme le 2,4-D

(Chen et al., 2001).

Apoplaste Transporteurs
Glyphosate pH = 5,0 de sucres
H2POs Paraquat Saccharose

H:POs

hpu{smij H+
Symplaste

2 Complexe tube criblé -
H 7 5 Seve ceﬁule compagne

RCOOH $ RCOOH ——RC0O0 ~ + H*
|
RCOO ~ \U_
e
H* H + H -+ H +
AA Peptide 24-D
Transporteurs Transporteurs Transporteurs
d’aminoacides d’oligopeptides d’auxines

Figure 37. Mécanismes du transport de nutriments a travers la membrane plasmique du complexe
tube criblé-cellule compagne et de quelques xénobiontes (RCOOH est une molécule acide endogéne
ou un herbicide acide)

Le phosphite, un activateur indirect des réactions de défense, trés mobile dans le
phloeme et le xyléme (Leconte et al., 1988), comme nous I’avons déja mentionné, est mani-
pulé par un transporteur de phosphate (Leconte, 1989). Il en est de méme du glyphosate
(Denis et Delrot, 1993), un herbicide phloeme mobile bien connu. Enfin le paraquat, un
herbicide du petit groupe des bipyridyles, est manipulé par un transporteur de polyamines
(Hart et al., 1992; 1993).
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4 - CONCLUSION

On dispose actuellement d’une large gamme de fongicides permettant de contrdler
la plupart des maladies causées par les champignons phytopathogenes, le principal proble-
me étant de remédier au développement des résistances (cas des strobilurines, par
exemple). L’exception concerne les maladies vasculaires qui ne suscitent guere d’intérét au
sein des firmes de phytosanitaires, en raison des difficultés pour les combattre et des
risques financiers que cela comporte. La lutte génétique (plantes transgéniques résistantes)
est probablement la démarche la mieux adaptée pour y faire face, mais celle-ci suscite enco-
re méfiance, voire hostilité, aupres du public.

Notre these s’inscrit dans le cadre de la lutte chimique et présente avant tout un
caractere fondamental. En effet, les rares tentatives avortées de mise au point de fongicides
a systémie phloémienne (ou ambimobiles) au cours de ces dernie¢res décennies ont généré
un désert conceptuel dans ce domaine. Nous avons contribué a développer deux stratégies,
'une déja appliquée aux herbicides, ’autre originale en ce qui concerne le monde végétal,
pour conférer des propriétés de mobilité phloémienne a des fongicides peu perméants ou
a systémie xylémienne, puis notre intérét s’est étendu a des molécules impliquées dans la

résistance systémique acquise.
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1 - TESTS DE SYSTEMIE

1.1 - Matériel végétal

Nous avons utilisé de tres jeunes plants de ricin, Ricinus communis L. cv.
Sanguineus. Apres avoir été placés pendant 24 heures entre deux couches de coton imbibé
d'eau courante, les graines de ricin sont semées dans des pots remplis de vermiculite. Les
germinations sont soumises a une photophase de 14 heures a 27 + 1°C et a une scotophase
de 10 heures a 26 + 1°C, I'humidité relative de 1'atmosphere étant de 85 + 5%. L'arrosage

a l'eau courante est quotidien.

1.2 - Absorption de composés exogeénes par les cotylédons de ricins et collecte
de séve phloémienne et/ou xylémienne (Fig 38)

Les germinations de ricin constituent un excellent modéle pour étudier les modali-
tés du chargement phloémien et identifier la nature des molécules endogenes entrainées
par la seve libérienne (Kallarackal et al., 1989 ; Kallarackal et Komor, 1989 ; Schobert et
Komor, 1989 ; Orlich, 1998 ; Orlich et al., 1998). Les jeunes plants de ricin sont utilisés
lorsque les cotylédons sont encore enveloppés dans I'albumen (Fig 38 A). Cinq a six jours
apres le semis, I'hypocotyle est bien allongé et forme une crosse de couleur rose. A ce stade,
le développement de la plante ne dépend pas du métabolisme chlorophyllien, puisque la
plantule puise les nutriments de I'albumen par I'épiderme des cotylédons.

Dans un premier temps, l'albumen est délicatement retiré pour dégager les cotylé-
dons (Fig 38 B) qui sont aussitot plongés dans un bécher contenant une solution d'incuba-
tion (20 mM MES ou HEPES [tableau 1] ; 0,5 mM CaCl, ; 0,25 mM MgCl,) ol est dissou-
te la molécule a tester (Fig 38 C).

Tableau 1. Choix des tampons utilisés. L'utilisation du  Tampon utilisé Valeur du pH

tampon HEPES aux pH acides n'estc pas conventionnel.le. HEPES 4,6
Cependant, les tampons de type citrate, acétate, propio- MES 5,0
nate, du fait de leur propriété chélatante, réduisent I'ex- MES 5,5
sudation phloémienne. U'HEPES ayant un second pKa de ’

. R . . . . MES 6,0
3,6, il posséde aussi un pouvoir tampon a pH 4,5 mais
celui-ci est plus faible qu’aux pH 7,0 et 8,0. De ce fait, le HEPES 750
pH indiqué (pH 4,6) est la moyenne de la valeur initiale HEPES 8,0

et de la valeur mesurée en fin d’expérience.
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A : Plantule de ricin 5 ou 6 jours apres le semis
B : Plantule aprés enlévement de I'albumen

C : Période d'incubation de 2h par

immersion des cotylédons dans une solution
du produit étudié

D : Section perpendiculaire de I'hypocotyle

au niveau de la crosse

E : Collecte de la séve phloémienne a l'aide
d'une micropipette durant une période de 2h

?ﬁ

Figure 38. Les étapes du test de mobilité phloémienne chez le ricin

e Collecte de la séve phloémienne

Au bout de 2 heures d'incubation des cotylédons dans cette solution, 1'hypocotyle
est coupé au milieu de la crosse (Fig 38 D) et la partie ainsi isolée est maintenue sur la paroi
du bécher par de la gomme adhésive de maniere a ce que les cotylédons continuent de bai-
gner dans la solution, la partie supérieure de I'hypocotyle étant dressée verticalement au-
dessus du milieu d'incubation. Celui-ci est renouvelé et le bécher est placé dans une boite
en plexiglas ol I'humidité relative est maintenue entre 90 et 95%, afin de limiter toute éva-
poration de |'exsudat. Apres une quinzaine de minutes dans ces conditions, une goutte de
seve libérienne apparait sur la section. Celle-ci est prélevée a I'aide d'une pipette (Fig 38 E).

Si la plante n'exsude pas, une fine tranche (environ 0,5 mm d'épaisseur) de 1'hypocotyle



Matériel et méthodes

est Otée, ce qui permet d'éliminer les bouchons de callose qui ont pu se former lors de la
premicére blessure. Les prélevements sont ensuite effectués toutes les 30 minutes, pendant
les 2 heures qui suivent. On obtient généralement 6 a 20 pl d'exsudat phloémien par plante,

qui peuvent étre analysés immédiatement ou consengs par surgélation a -80°C.

e Collectes adaptées aux cinétiques temps

Pour la collecte de seve phloémienne, les cotylédons incubent pendant 2 heures
dans la solution tampon en absence de produit a tester. Au moment de la section de I’hy-
pocotyle, les cotylédons sont mis en présence du produit dont on veut évaluer la mobilité.
A partir de ce moment (temps o min de la cinétique), la séve d’une méme plante est col-
lectée toutes les 30 min, pendant 5 heures.

Pour la collecte de seve xylémienne (ou vasculaire), les cotylédons incubent dans la
solution tampon comportant le produit a tester durant un temps déterminé de la cinétique
(30 min a 5 heures). Apres la section de I’hypocotyle (réalisée comme pour la collecte de
seve phloémienne) la partie inférieure de celui-ci ainsi que le syst¢me racinaire restent en
place dans le pot de vermiculite. La section est délicatement épongée pour minimiser toute
contamination, notamment par le phloeme (a noter que la séve phloémienne circule stric-
tement dans le sens cotylédons-systeme racinaire). Une seule et unique collecte de seve
xylémienne est réalisée au bout de 20 min. On utilise donc un lot de plantes différent pour

chaque point de la cinétique.

1.3 - Détection des molécules exogénes par chromatographie liquide haute per-
formance (CLHP)

1.3.1 - Appareillage

Nous disposons d’un appareil CLHP Spectra Physics® muni d'un systeme d'injec-
tion automatique AS3000 et d'une pompe P4o00 qui préleve jusqu'a 4 solvants (éluants)
dans les proportions demandées par I'utilisateur. L'élution peut étre isocratique ou suivant
un gradient de solvants si la séparation envisagée le nécessite.

La recherche des pesticides de la seve est effectuée a 1'aide d'une colonne Supelco
Discovery® RP-Amide C16 25¢cm x 4,6 mm, dont le diametre des particules est de 5 pm.
Une précolonne est placée en amont pour éviter la dégradation de la colonne par les impu-
retés non éluées. Une fois éluées, les substances sont détectées par un spectrometre U.V. a
barrette de diodes (modele UV 6000LP).

L’ensemble de P’appareillage est reli€ a un systeme d'acquisition de données qui faci-
lite le pilotage et l'automatisation des injections ainsi que le retraitement des données

(Logiciels Spectra Physics PC1o00 pour OS2).
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1.3.2 - Les éluants
Deux éluants sont utilisés :
- de 1'eau ultra pure provenant d'un systeme Veolia Water (Elga) + 0,1% acide tri-
fluoroacétique (TFA). Cet €luant est filtré sur membrane de nylon de 0,45 pm.

- de l'acétonitrile qualité « HPLC gradient ».

1.3.3 - Le type d'élution
L'élution peut €tre isocratique. Dans ce cas, le mélange des deux éluants conserve
les m&mes proportions au long de 1'élution. Le débit du mélange est fixé a 0,8 ml.min™.
Certaines séparations ne sont pas suffisantes par cette méthode. Il faut alors recourir a une
€élution par un gradient de solvants, le pourcentage des éluants dans le mélange variant au
cours du temps. Le pourcentage de solvant sera précisé dans les différentes parties de résul-
tats.

1.3.4 - Solutions d'étalonnage
Plusieurs solutions standard de différentes concentrations connues (généralement
5) sont injectées de maniere a obtenir une droite de calibration tracée en représentant 1'ai-
re du pic en fonction de la concentration.
Un xénobionte présent dans la seve est identifié grace a son temps de rétention et
son profil spectrophotométrique en UV (a I’aide du logiciel Spectacle [ Spectra Physics]). Il

est ensuite quantifié par l'aire du pic qui apparait sur le chromatogramme.

1.3.5 - Préparation des échantillons

Les échantillons de seve sont dilués dans de l'eau ultra pure avant d'étre injectés
dans la colonne (la volume de la boucle d’injection est de 10 pl).

En fonction de la quantité de seve phloémienne récoltée, les facteurs de dilution se
situent entre 1/10° et 1/5¢, car la méthode d'injection utilisée par 'injecteur nécessite un
volume minimum de 30 pl. Lorsqu'une plante exsude moins de 3 pl, on considere la col-
lecte insuffisante pour effectuer une analyse fiable des xénobiontes dans la seve libérienne.

La seve xylémienne est également diluée dans I’eau pure avant injection. Toutefois,

les pesticides s’y trouvant a de moindres concentrations, la seve est diluée entre 1/2 et 1/5¢.

1.3.6 - Calcul des concentrations des substances exogenes de la s¢ve

La concentration de xénobiontes dans la séve est calculée a partir des droites d’éta-
lonnage (aire du pic = f [concentration]) réalisées au moment de I'injection des échan-
tillons.

Les résultats d’une partie du travail de these ont été traduits classiquement par la
moyenne * écarttype. Compte tenu de ’hétérogénéité du comportement physiologique des
plantules de ricin et d’'une maniere générale de ’exsudation phloémienne (Bromilow et al.,
1991), la moyenne est parfois peu représentative de la population considérée. Il nous a

paru plus judicieux et statistiquement plus correct, pour la derniere partie de notre travail,



Matériel et méthodes

de présenter nos résultats avec des valeurs de médiane et d’interquartiles de population

(voir le Manuscrit a soumettre, dans le chapitre I1I).

1.4 - Absorption de molécules radiomarquées sur disques cotylédonaires de
ricin

Cette méthode est détaillée dans les chapitres II et I11.

2 - TESTS D’ACTIVITE FONGICIDE

2.1 - Matériel fongique

Le champignon Eutypa lata est un Ascomycota de la série des Pyrénomycota, ordre
des Diatrypales. La souche que nous avons utilisée a été isolée a partir d'un cep de vigne
infecté (cépage Sauvignon) (en relation avec le Service de Protection des Végétaux de la
Vienne), puis cultivée in vitro, par repiquages réguliers, sur un milieu «malt-agar» (malt,

15 g.I" ; chloramphenicol, 0,25 g.I'" ; agar, 20 g.I").

2.2 - Tests d'activité

Les tests d'activité fongicide consistent a mesurer la croissance radiale de Eutypa lata
sur un milieu gélosé « malt-agar », contenant ou non un xénobionte (0 a 1 mM).

Dans un premier temps, du mileu « malt-agar » est préparé et autoclavé a 120°C
pendant 20 min. Apres refroidissement du milieu a 50°C, le fongicide est ajouté dans le
milieu agité a l'aide d'un barreau magnétique. Le milieu est ensuite coulé dans des boites
de Pétri. Lorsque le milieu est solidifié et séché, le champignon est mis en culture : un
implant de champignon sur gélose est prélevé a ’aide d’un emporte-pieces de 3 mm de dia-
metre puis mis en contact de la nouvelle gélose au milieu de la boite. Les boftes sont conser-
vées a l'obscurité et a température ambiante. Le suivi de la croissance est réalisé en mesu-
rant le diametre du mycélium chaque semaine pendant 3 semaines consécutives et en

observant 1'état de la culture.

43






Bibliographie
des chapitres

Historique &

Matériel et méthodes

45






Bibliographie

Bibliographie

Albersheim P, Darvill AG, McNeil M, Valent BS, Sharp JK, Nothnagel EA, Davis KR,
Yamazaki N, Gollin D], York WS, Dudman WF, Darvill JE, Dell A (1983)
Oligosaccharins: naturally occuring carbohydrates with biological regulatory functions.
In O Ciferri, L Durc, eds, Structure and function of plant genomes. Plenum Publishing

Corp, New York, pp 293-312
Ashton PM, Crafts AS (1981) Mode of action of herbicides, Ed Wiley and Sons, New York,

Chichester, Brisbane, Toronto

Aziz A, Heyraud A, Lambert B (2004) Oligogalacturonide signal transduction, induction of
defense-related responses and protection of grapevine against Botrytis cinerea. Planta
218: 767-774

Bach TJ, Benveniste P (1997) Cloning of cDNAs or genes encoding enzymes of sterol bio-

synthesis from plants and other eukaryotes: heterologous expression and complementa-

tion analysis of mutations for functional characterization. Prog Lipid Res 36: 197-226
Benhamou N (1996) Elicitor-induced plant defence pathways. Trends Plant Sci 1: 233-240

Bonnemain JL, Delrot S, Despeghel JP (1984) Mécanismes de 1'accumulation des nutri-

ments par les fines nervures (écrit en russe). Physiol Rasten 31: 367-384

Bouché-Pillon S, Fromont JC, Serrano R, Bonnemain JL (1994) Immunolocalization of the
plasma membrane H+-ATPase in minor veins of Vicia faba in relation to phloem unloa-
ding. Plant Physiol. 105: 691-697

Chen L, Ortiz-Lopez A, Jung A, Bush DR (2001) ANT1, an aromatic and neutral amino acid
transporter in Arabidopsis. Plant Physiol 125: 1813-1820

Chester K (1933) The problem of acquired physiological immunity in plants. Q Rev Biol 8:
275324

Chuang HW, Hsieh TF, Duval M, Thomas T (2000) Genomics analysis of plant responses

to the fungicide fosetyl by combining SSH and DNA microarrays. In Plant & Animal
Genome VIII Conference, San Diego, CA

Couteux A, Lejeune V (2004) Index phytosanitaire ACTA, Paris
Czaninski Y (1977) Vessel-associated cells. IAWA Bull 3: 51-55
Debieu D, Bach ], Arnold A, Brousset S, Gredt M, Taton M, Rahier A, Malosse C, Leroux P

(2000) Inhibition of ergosterol biosynthesis by morpholine, piperidine, and spiroketa-
lamine fungicides in Microdochium nivale: effect on sterol composition and sterol A8-

A7-isomerase activity. Pesticide Biochemistry and Physiology 67: 85-94

47



48

Bibliographie

Debieu D, Bach ], Hugon M, Malosse C, Leroux P (2001) The hydroxyanilide fenhexamid,
a new sterol biosynthesis inhibitor fungicide efficient against the plant pathogenic fun-

gus Botryotinia fuckeliana (Botrytis cinerea). Pest Manag Sci §7: 1060-1067

Delrot S (1981) Proton fluxes associated with sugar uptake in Vicia faba leaf tissues. Plant
Physiol 68: 706-711

Delrot S, Bonnemain J-L (1991) Le transport a longue distance des herbicides dans la plan-
te. In R Scalla, ed, Les herbicides : mode d'action et principes d'utilisation, Ed INRA, pp
SL-77

Delrot S, Bonnemain JL (1978) Etude du mécanisme de 1'accumulation des produits de la

photosynthése dans les nervures. C R Acad Sci 11l 287: 125-130

Delrot S, Bonnemain JL (1981) Involvement of protons as a substrate for the sucrose car-

rier during phloem loading in Vicia faba leaves. Plant Physiol 67: 560-564

Denis M-H, Delrot S (1993) Carrier-mediates uptake of glyphosate in broad bean (Vicia
faba) via a phosphate transporter. Physiol Plant 87: 569-575

DeWitt ND, Sussman MR (1995) Immunocytological localization of an epitope-tagged
plasma membrane proton pump (H+-ATPase) in phloem companion cells. Plant Cell 7:
2053-2067

Durand-Tardif M, Pelletier G (2003) Apport de la biologie moléculaire et cellulaire et de la
génétique a la protection des plantes. C R Biologies 326: 23-35

Edgington LV (1981) Structural requirements of systemic fungicides. Ann Rev Phytopathol
19: 107-124

Esquerré-Tugayé MT (2001) Plants and pathogenic agents, a refined and dangerous rela-
tionship: the example of fungi. C R Acad Sci III 324: 899-903

Flor HH (1946) Genetics of pathogenicity in Melampsora lini. ] Agriculture Res 73: 335-357
Flor HH (1947) Inheritance of reaction to rust in flax. ] Agriculture Res 74: 241-262

FRAC (2004) Fungicide List of Fungicide Resitance Action Committee.
http://www.frac.info/publications.html

Fritz R, Lanen C, Chapeland-Leclerc F, Leroux P (2003) Effect of the anilinopyrimidine fun-
gicide pyrimethanil on the cystathionine b-lyase of Botrytis cinerea. Pesticide

Biochemistry and Physiology 77: 54-65

Fromard L, Babin V, Fleurat-Lessard P, Fromont ]JC, Serrano R, Bonnemain JL (1995)
Control of vascular sap pH by the vessel-associated cells in woody species. Plant Physiol
108: 913-918

Giaquinta RT (1977) Possible role of pH gradient and membrane ATPase in the loading of

sucrose into the sieve tubes. Nature 267: 369-370



Bibliographie

Hart JJ, DiTomaso JM, Kochian LV (1993) Characterization of paraquat transport in proto-
plasts from maize (Zea mays L.) suspension cells. Plant Physiol 103: 963-969

Hart J]J, DiTomaso JM, Linscott DL, Kochian LV (1992) Transport interactions between

paraquat and polyamines in roots of intact maize seedlings. Plant Physiol 99: 1400-1405

Heil M (2001) The ecological concept of costs of induced systemic resistance. Eur ] Plant
Pathol 107: 137-146
Ishii H, Tomita Y, Horio T, Narusaka Y, Nakazawa Y, Nishimura K, Ywamoto S (1999)

Induced resistance of acibenzolar-S-methyl (CGA 245704) to cucumber and japanese
pear diseases. Eur ] Plant Pathol 105: 77-85

Kallarackal J, Komor E (1989) Transport of hexoses by the phloem of Ricinus communis L.
seedlings. Planta 177: 336-341

Kallarackal ], Orlich G, Schobert C, Komor E (1989) Sucrose transport into the phloem of
Ricinus communis L. seedlings as measured by the analysis of sieve-tube sap. Planta 177:
327335

Kasai F, Bayer DE (1991) Relationship between intracellular pH and 2,4-D absorption by

corn root protoplasts under the influence of metabolic inhibitors and antiauxins. ] Pest
Sci 16: 171-177
KEGG (2004) Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, KEGG Pathway Database.

http://www.genome.jp/kegg/pathway.html, Université de Kyoto.

Kessmann H, Oostendorp M, Staub T, Goerlach ], Friedrich L, Lawton K, Ryals ] (1996)
CGA 245704, mode of action of a new plant activator. In Brighton Crop Protection
Conference - Pests and Diseases, British Crop Protection Council, Farnham, UK, pp 961-
966

Klarzynski O, Fritig B (2001) Stimulation of plant natural defenses. C R Acad Sci 11l 324:
953-963

Klarzynski O, Plesse B, Joubert JM, Yvin JC, Kopp M, Kloareg B, Fritig B (2000) Linear beta-
1,3 glucans are elicitors of defense responses in tobacco. Plant Physiol 124: 1027-1038

Kleier DA, Grayson BT, Hsu FC (1998) The phloem mobility of pesticides. Pestic Outlook
9: 26-30

Knoblauch M, van Bel AJE (1998) Sieve tubes in action. Plant Cell 10: 35-50

Kic J (2001) Concepts and direction of induced systemic resistance in plants and its appli-
cation. Eur ] Plant Pathol 107: 7-12

Lahaye T (2002) The arabidopsis RRS1-R disease resistance gene-uncovering the plants

nucleus as the new battlefield of plant defense? Trends Plant Sci 7: 425-427

49



50

Bibliographie

Lateur M (2002) Perspectives de lutte contre les maladies des arbres fruitiers a pépins au
moyen de substances naturelles inductrices d'une résistance acquise. Biotechnol Agron

Soc Environ 6: 67-77

Leconte F (1989) Etude des propriétés du transport des métabolites du phosétyl-Al et de 1'a-
trazine chez les plantes supérieures en relation avec I'aptitude a la systémie de ces molé-

cules. Thése de doctorat. Université de Poitiers

Leconte F, Bonnemain J-L, de Cormis L, Barchietto T (1988) Devenir métabolique, distri-
bution et formes de transport (systémie xylémienne et systémie phloémienne) du pho-
séthyl-Al chez Lycopersicon esculentum Mill. C.R. Acad. Sci. Il 307: 221-227

Lepoivre P (2003) Phytopathologie, Ed de Boeck

Leroux P (2003 a) Fungicide resistance in plant pathogens: A phenomenon difficult to

manage? Phytoma 566: 36-40

Leroux P (2003 b) Modes d'action des produits phytosanitaires sur les organismes patho-

genes des plantes. C R Biologies 326: 9-21

Leroux P, Chapeland F, Arnold A, Gredt M (2000) New cases of cross-negative resistance
between fungicides, including sterol biosynthesis inhibitors. Journal of General Plant

Pathology 66: 75-81

Malamy ], Carr JP, Klessig DF, Raskin I (1990) Salicylic acid: A likely endogenous signal in
the resistance response of tobacco to viral infection. Science 250: 1002-1004

Métraux JP (2001) Systemic acquired resistance and salicylic acid: current rate of knowled-
ge. Eur ] Plant Pathol 107: 13-18

Métraux JP, Signer H, Ryals ], Ward E, Wyss-Benz M, Gaudin J, Raschdorf K, Schmid E,
Blum W, Inverardi B (1990) Increase in salicylic acid on the onset of systemic acquired

resistance in cucumber. Science 250: 1004-1006

Moll F, Stauff D (1985) Interactions between acetylsalicylic acid and lysine in solution.
Arch Pharm 318: 120-127

Nakashita H, Yasuda M, Nishioka M, Hasegawa S, Arai Y, Uramoto M, Yoshida S,
Yamaguchi I (2002) Chloroisonicotinamide derivative induces a broad range of disease

resistance in rice and tobacco. Plant Cell Physiol 43: 823-831

Neumann S, Grimm E, Jacob F (1985) Transport of xenobiotics in higher plants - L.
Structural prerequisites for translocation in the phloem. Biochem Physiol Pflanzen 180:
257-268

Oostendorp M, Kunz W, Dietrich B, Staub T (2001) Induced disease resistance in plants by
chemicals. Eur ] Plant Pathol 107: 19-28



Bibliographie

Orlich G (1998) Analysis of the driving forces of phloem transport in Ricinus seedlings:

sucrose export and volume flow are determined by the source. Planta 206: 266-271

Orlich G, Hofbriickl M, Schulz A (1998) A symplasmic flow of sucrose contributes to

phloem loading in Ricinus cotyledons. Planta 206: 108-116

Orlich G, Komor E (1992) Phloem loading in Ricinus cotyledons: sucrose pathways via the
mesophyll and the apoplasm. Planta 187: 460-474

Ortega F, Steiner U, Dehne HW (1998) Induced resistance: a tool for fungicide resistance.
Pestic Sci §3: 193-196

Palmgreen MG (2001) Plant plasma membrane H*-ATPases: powerhouses for nutrient
uptake. Annu Rev Plant Physiol Plant Mol Biol 52: 817-845

Rasmussen JB, Hammerschmidt R, Zook MN (1991) Sytemic induction of salicylic acid
accumulation in cucumber after inoculation with Pseudomonas syringae. Plant Physiol
97: 1342-1347

Ruess W, Mueller K, Krauf-Beiter G, Kunz W, Staub T (1996) Plant activator CGA 245704:

An innovative approach for disease control in cereals and tobacco. In Proceedings of the

Brighton Crop Protection Conference - Pests and Diseases, pp 53-60

Ryals JA, Neuenschwander UH, Willits MG, Molina A, Steiner HY, Hunt MD (1996)
Systemic Acquired Resistance. Plant Cell 8: 1809-1819

Schobert C, Komor E (1989) The differential transport of amino acids into the phloem of
Ricinus communis L. seedlings as shown by the analysis of sieve-tube sap. Planta 177:
3427349

Smith PH, Chamberlain K, Sugars JM, Bromilow RH (1995) Fungicidal activity of N-(2-

cyano-2-methoximinoacetyl)amino acids and their derivatives. Pestic Sci 44: 219-224

Spiers A, Ward BG (2001) Injection treatment for control of plant diseases. In Patent
Cooperation Treaty, Vol PCT WO o01/76355 A1, Nouvelle Zélande

Sticher L, Mauch-Mani B, Métraux JP (1997) Systemic acquired resistance. Annu Rev
Phytopathol 35: 235-270
Taiz L, Zeiger E (1998) Plant Physiology, 2nd edition. Sinauer Associates, Inc., Sunderland,

Massachusetts

Tellier F, Carlin-Sinclair A, Fritz R, Cherton JC, Leroux P (2004) Activity and metabolism
of cyano-oxime derivatives in various strain of Botrytis cinerea. Pestic Biochem Physiol
78: 151-160

van Bel AJ, Ehlers K, Knoblauch M (2002) Sieve elements caught in the act. Trends Plant
Sci 7: 126-132

51



52

Bibliographie

van Loon LC (1983) The induction of pathogenesis related proteins by pathogens and spe-
cific chemicals. Neth ] Plant Pathol 89: 265-273

van Loon LC, Antoniw JF (1982) Comparison of the effects of salicylic acid and ethephon
with virus-induced hypersensitivity and acquired resistance in tobacco. Neth ] Plant
Pathol 88: 237-256

Vernooij B, Friedrich L, Morse A, Reist R, Kolditz-Jawhar R, Ward E, Uknes S, Kessman H,
Ryals ] (1994) Salicylic acid is not the translocated signal responsible for inducing syste-
mic acquired resistance but is required in signal transduction. Plant Cell 8: 1809-1819

White R, Rybicki EP, von Wechmar MB, Dekker JL, Antiniw JF (1987) Detection of PR-1
type proteins in Amaranthaceae, Chenopodiaceae, Gramineae and Solanaceae by immu-

noblotting. ] Gen Virol 68: 2043-2048

White RF (1979) Acetyl salicylic acid (aspirin) induces resistance to tobacco mosaic virus in
tobacco. Virology 99: 410-412

Yalpani N, Silverman P, Wilson TM, Kleier DA, Raskin I (1991) Salicylic acid is a systemic
signal and an inducer of pathogenesis-related proteins in virus-infected tobacco. Plant
Cell 3: 809-818

Zimmerli L, Métraux JP, Mauch-Mani B (2001) -Aminobutyric acid-induced protection of
Arabidopsis against the necrotrophic fungus Botrytis cinerea. Plant Physiol 126: 517-523



Résultats






Chapitre I

e Publication « Synthesis and phloem mobility of
acidic derivatives of the fungicide fenpiclonil», Pest

Manag Sci, 2004, sous presse

e Publication « Acidic derivatives of the fungicide
fenpiclonil: effect of adding a methyl group to the N-
substituted chain on both systemicity and fungicidal
activity », Pest Manag Sci, 2004, sous presse

55






Chapitre 1

Chapitre 1

Voici un peu plus d’'une décennie, la firme Ciba-Geigy (actuellement Syngenta)
commercialisait deux fongicides appartenant a une nouvelle famille: les phénylpyrroles
(Nyfeler et Ackermann, 1992). Le point de départ de ces nouveaux produits était la pyrrol-
nitrine, un métabolite secondaire produit par une bactérie vivant dans le sol
« Pseudomonas pirrocinia » et doté de puissantes propriétés antifongiques. Ce composé est
cependant instable a la lumiere et il perd alors tres rapidement ses propriétés biologiques.
Deux composés plus stables que la pyrrolnitrine et conservant ses propriétés antifongiques
ont alors été mis au point par Ciba-Geigy: le fenpiclonil et le fludioxonil.

Cl Cl NC Cl NC
/\ NO, 7\ /Y F
N N N F
H H H
Pyrrolnitrine Fenpiclonil Fludioxonil

Pour des raisons économiques, seul le fludioxonil reste commercialisé a ’heure
actuelle. I est efficace contre un grand nombre de champignons parasites des plantes culti-
vées. Ainsi, il est utilisé en pulvérisation foliaire contre la pourriture grise de la vigne
(Botrytis cinerea). Sa principale utilisation concerne le traitement des semences ou il est
employé en association avec d’autres fongicides (tébuconazole, cyprodinil, difénoconazole,
méfénoxam) pour lutter contre diverses maladies des céréales telles que la carie, les fusa-
rioses, la septoriose ou encore I’helminthosporiose. Le mode d’action du fenpiclonil qui
affecte le métabolisme glucidique (accumulation de polyols) fait 'objet de discussions
(Jespers et Waard, 1995; Leroux, 1996; Pillonel et Meyer, 1997, Ochiai et al., 2001 ; Leroux et al.,, 2002).

Jespers ABK, de Waard M (1995) Effect of fenpiclonil on phosphorylation of glucose in Fusairum sulphureum.
Pestic Sci 44: 167-175

Leroux P (1996) Recent development in the mode of action of fungicides. Pestic Sci 47: 191-197

Leroux P, Delorme R, Gaillardon P (2002) Evolution des produits phytosanitaires 3 usages agricoles. II - Les
fongicides. Phytoma 545: 8-15

Nyfeler R, Ackermann P (1992) Phenylpyrroles, a new class of agricultural fungicides related to the natural
antibiotic pyrrolnitrin. in Synthesis and Chemistry of Agrochemicals 111, ed by Baker Don R, Fenyes JG and
Steffens JJ, American Chemical Society, Washington, USA, pp 395-404 (1992)

Ochiai N, Fujimura M, Motoyama T, Ichiishi A, Usami R, Horikoshi K, Yamaguchi I (2001) Characterization
of mutations in the two-component histidine kinase gene that confer fludioxonil resistance and osmotic
sensitivity in the os-1 mutants of Neurospora crassa. Pest Manag Sci 57: 437-442

Pillonel C, Meyer T (1997) Effect of phenylpyrroles on glycerol accumulation and protein kinase activity of
Neurospora crassa. Pestic Sci 19: 229-236

57



Chapitre 1

58

Ces composés sont connus comme n’étant pas systémiques: ils agissent par contact
et sont légerement pénétrants. Notre travail a donc consisté a modifier la structure de I'une
de ces molécules en greffant une fonction acide carboxylique sur diverses positions, ceci afin
d’exploiter le mécanisme de piégeage d’acide. La molécule qui a retenu notre attention pour
ce travail est le fenpiclonil (alors encore commercialis€). Puisqu’il offrait davantage de pos-
sibilités pour les synthéses, notamment pour greffer une fonction acide carboxylique au
niveau du cycle benzénique. Nos résultats sont rassemblés dans les deux publications qui

suivent (dans la revue « Pest Management Science », sous presse).
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iz pochieed by semeral Paewdloacseas. It has ey
lory oul tosicity for rats (w=000mgks™l). Variowe
Asoorieots, Basidionpaoota and Deiteronsrooty are
gereitive to thi=s Amgcide ¥ Although no longer
connercaled, fenpickni wwas salected at this stage
of the ol Lecates of the possililitie: of alding a
gl loenrl Zyom)r At warios sites I the nvoleonle.

I ENPEARINMEMTAL

21 Sywitiesls

Comnponmics writh anoacicic funetion on the benzene
1z (Fig l: da—¢) were pepared e the methodd
of gueleation wsed for the symthesiz of ferpiclonil.
Componmcdz T, %, 11a and 1 were poepared fiom
fergriclardl.

211 Ewathas: of feygmcdcenl demvatve: anth @ asds
Frracion on the tewrmw g (Fop 1, Fa—g)

2111 shoaais @amws (Fy l, la-g) S-Aanino-
Leneoie adcid (1ap and ettyd Z-aminobenseate (I
vaere o bitined from Aaes Crganies (Medss-le-Giand)
atkl wrere nsecl o1 the symitheesiz of the respecte 2-
clilevoniniles.

Mettyd F-amme-2-chlbiebeneoste (o) wwas pre-
pavecd fron 2<llowe-3-nitobereoic Ackl inl tyo stals
After esterifing the acilic zonp with thuornsd chio-
rile and nethanal the nito groig: was vednced with
gtanmons cllovide (5 equbd in absohite ethanol. The
meEtiwe was stwed st OO for S0mmmL cookd o
roonl tengewmtiue, powred on ice Al Lasified $H
m Ty with aqueons sodinmn eabonate (2502 Tne1Y.
Tle congronnd wae extacted ttuee tines with etted
acatate, After wwasting the cornbined orzanic el
waith baine (1510 and dhyring wdth anboscdons niag-
nezing sulfate, the solwert wwas evaporated to prosdde
Ie, M=Cl T=C00ioHs, as anedil wield 01%; 'H
MALE (CDClah & (ppnd: 584 (5, SH, THa), 441
dage 5 <H, MHe), 665-T7.25 (1, 3H, i Ha);
V2 pIAE (SOl 4 (ppo: 5170 (CHa), 116,53
00—, 11796, 119 25 and 126,55 (2 —H), 130,28
00—, 14% 98 (2 —DID, 16650 (2=,

2112 Panaatoof I-shiorormimies (T 1, Za—all?,

To asolnton of aveniatic anine 1 (10 mnwd mn sacetic
aad (3.5}, a nishne of hyachoctdonie acd (12240
atkl weater @510 was added dropavise, After coolings
ta 0 4, asoitien of sodlivmn rindte (069 11 ninel)
inwsater (2.1 nal) wree acked dvopavise ancd the nnshe
vraz sied for 21 at O+, The resnlting sohition con-
tairdryz the diwzonnng st weas then added a 20°C
o a soldon of aciylenitie (2.15g 40nmwl in
acetoree (1ml). After waaTning to %092, a sohition
of enprons chiloride (020, 2ol I Igxdvectloric
acd (122, 2.1 nily was added diopevise, The niis-
e was vraTed for 30 nin at 40, pomed on ice
atkl eractedd wwith dichlevenettane (3 x 257y, The
carbined arganie lgreis wele wasted with hsadhoehio-
i ackl (B0 2 3 201l andd ssater (2 x 2011, diied
onrel ATitusdion: mmgmednm silfate and ewmporated

60

ta zhe Z-cllovenibiles (&) sshuch wele nsed writhont
fiutler uiication.

2o E=H, T=000H,; wield: 79 mp 110 -1167C
deconnp; 'H MME (& DASOY & ppon: 539 (d
IH, TH:, ¥ 6%H=), 5% 4, 1H, CH, ¥ 6 9H=),
TA15-8.20 qin, 4H, ToH4, 1104 = koge, 1H,
COOH; YO NME b DRISOY & fppo: <4105
0T Hz, 45.2% 62 —CI, 11719 (3D, 12865, 128,97,
13079 and 159402 C—H)y 15142 0—CO00n,
13461 (G—CHg Y 167 .3 (0=,

P, E=CO0CHe, V=H; ekl 65%; cil 'H MME
(COeTL M (pprnd 1.%3 &, 3H, CTH,, ¥ 7.1He=)
361 ¢, 2H, CTH., ¥ 7.8Hz=), 4535 g, IH, OTH,,
JUAHz), 422 (4 1H, CH, ¥ TEHzZ, T10-T7T0
iy, 3H, H%, Hd ancdd H), 7.85-8.20 {1y, 1H, HaY
132 MME (CDCLY & ppo: 1596 (THgh, <1 .50
0THR, 4259 (I, 61.1% (OTHY, 11677
(T, 12959 (O—C00, 128,23, 13118, 15240
arcl 152,88 (- —H), 15556 (&0 —C1, 166.47 (T=0C0,

2e, H=C1 F=0iCTHg; vield 83%; ol 1H MAME
DTy & ppnh: 3.5% il 2H, THe, ¥ 7.7Hzy,
39% (5 SH, CHa), 4.7 i, 1H, CH, ¥ 7T.7H=),
T.20-T.65 (ny 3H, H¢ axl HS), 7.70-T7.90 {1, 1H,
Héy; ¥ MME (CDCRY & fppon: 4066 (CHe and
COCITOCLY, 22.51 (CHa), 116.2% (CMy, 136.835,
131.06 and 1%494 (&—H), 131.78, 13282 and
13518 (Ao &0, 16585 (0=,

2113 Pebvwatom  of  amiascwtmies (Rl
Ja—ot®®. To a sohtion of 2Zchiowembile (2,
14 3mmwl in antexbens tenstsahofinan (THE;
10l was alded chopesise at rooml temnperahne
a solton of 1 E-dinsabicwcls [ 5-4-0] urklec- S-a11e
(DEL; 4.6z 30wl n antgdivons THE (%4 nal).
Tle mishue wwae stned operright, then hsxhvelyeead
waith wrater (1 Sl The aqueons plase wae acidified
1o pH 2 meing Ipclvoectloric ackl (204 ondsy 101 Jacanid
thien vras exvacted writh etlegl acetate (%5 x 2010, The
gornlined organia ksels wele wasted with Isghvechis-
1 acd (28, 20ml) and ssater (20mal), diied oser
arldiaclion: nrETesinn sadiate arc eswageorated 1o pro-

vile cirmamoritiile 3 Compotrgls 3a Akl 5 wwels
1zl wyithont finther pvification ancd 3¢ was panified
Ty smblination (11013042, 0.0 Snm He).

Za, H=H, T=000H,; wield: 99%,; mp 202 -2147C
degomy; *H MAME (g DNSOY & @pon: 6.25 o, 1H,
=CHZM, ¥16.TH=), 7.20-285%0 oy, SH, T.Hy and
TH=Y, 10071 {2 lage, 1H, OO0OH); ¥ MME (o
CAISCH & Qpuh: 9762 (=CHCIMY; 11785 (MY
12855, 12886, 1%1.0% and 1%1.51 {avemn SHY;,
131,78 ancl 13% 6% (mom &Y, 14926 (ZH=), 16621
(=20,

T, H=CO0He, T=H; wield: 36%,; il *H MAE
S0y & (ppr: 140 0, 5H, SH,, ¥ 7.0H=), 4.57
g, 2H, THy, ¥ T0Hz, 5.7 &, 1H, =CHIM, ¥
16 6H=), T.15-210 {ny, 4H, &, Hyy 228 (6, 1H,
CH=, ¥ 16 6Hz), 92 MME (CDCLh & Qo
12,78 (iTHy), 61 .13 (ZHe), 08 .45 (=CHCM, 117 43
O, 12000 (Q—CoTn, 12682, 120090, 13055
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Fnow=H, V= CO0H

o= H Y - COCH
beowm COOCHe, W= H
&=, V= CO0CH,

cl
mIc
cl
+
&)

Enx=H, ¥ = COOH
b x = CODCH,, ¥ =H
#x=C| ¥ = CODCH,

Hoid dearatives of the fiuggiodd e fenydclondl

Qe
b X |
H

= H, Y = COOH (]

b= COOC He, W =H beom COOH, ¥ = H il
w = CLY = CODCH, w = G = COOH 1
Foupdabeull XY O

o cl
pIC bl
[ “:' [ |
Hacmcffég ¢ ——= HOOC l; -
e ”

)l
wi k)
bl “ b “ ¢ <l
| oL g ] .
' & ]
H
Eaupdabeull L‘"l:::':}l:::ll::fl'|E L"'CDEH
(] H ] cl
$10 v
| 1
HACO0T ECH*].. HOO ECH*]..
oy =2 i =2
B =3 b =3

Mgwre L Gereral reaotion sl Ap Fa D D HpD00H, HO 21, HeOUR G 1y OF O, pCH g CHCH noat ola@ 0 Sty CUCUHO! 12 10800mn,
40 "7, O 1, B IR A ook [~ - 0] Lo - v (DELS Y THFAE 1y 20" O, o bossimati v bl [Tosbli) MaH 2 adpalotiiy stiver, DRS00 I,
20 M, A aed ik FaH S5 e 1y 30 FOthen 2 1y SO, e BALUTHERED, OFCr B LDWOTHEA 1y —90 T, g CHyOMA, CHyOHDRIFE 1y,
20 "0, M0 Her 2l O St 16 [y 20 F0, T CIC0 00 Hy, Ehy, —80 "Sle 16 1y, —80° Cto 20% O, PENTH £y, SO0 Hy, HalDEF b = 2, 4y
1004, B = 3, 100, 120% O KRETS Hp OO0 CHE 2 Iy 0% Sttty 16 1y 20% O, (RLILTHRF AS 1y, ralluyg sl MaoH L2610 1 sberTyHeOHA 1y 20 St

10y 04, W) FAOH 811 I atec THR/CHZOH M da

arcl 132,19 fom CHY, 13479 & —CH=", 14253
(CH=), 165,76 (5=,

3g, H=C T=Coiis Hy ; sielod ©8%,; mp oo-T"C,
L MME (DSl & @pnd: 5084 (s, 5H, CHa), 596
o, 1H, =CHCH, ¥ 16 7THz), T.15-2.15 fny, <H,
iTaHa and CH=; ¥ MAE (CDCLa0 & poi: S22
(CHah, 10018 =CHCM, 11707 (CMD, 126.73,
129.%6 and 13252 favony THY 13202, 132,25 and
135318 favonn Ch, 14580 (CH=), 165 46 (T=00.

2009 Swahas: of pheadeols (Fr 1, da—o)?l

To a mistmwme of 5 {Gmmel), s{toklanlbrsdinettel
EmonmTnice (ToshIlT, 1.17& énmnol), antpchons
cimethsd snlfeedde (3511l and anbgchons dietterd
ethier (101l wwas added dvopevize a snspension of
soclivmin Igachicle (00534, 144 nmel foo da, 050z,
21 nmal for db aned 4 in arnbeshons diethsd ether
(251l for e, FEnil for e oanc de) st 20+, The

P Mara g 5= Q00000 Gadnee: 2004

et was stived st 20 <2 o 1 b fdad or Sh (dand
4 At tlen wrained at % 2 for 2h dlvared 4 A fter
Coolitir o voorn ternperatire, cietlsdl etlier (20l
arl vwater (20mlh wwere acklecdl The agqueons ke
vas acidified nzing habvochlelic acid (281, pH 2.0
arel ther extracted wwith etled acetate (% x 15ml). The
attid acetate kel wrere combined, syastiedwith wsater
(6 201, dried osrer antyacdont magmesiimn snlfate
arkl esmporated to ghe phenyhsaiokes 4.

A E=H, T=0000H,; wield: 6 5%, nap 2% - 2460
decomp; *H MME, 6y DRSO & (ppim: 6.90-8 50
iy, TH, H2, HS, TaHq4 and MH oy COOHDY, 11.99 &
large, 1H, MH or &TOOH); 19 MME (&, DRISON
4 (ppmy: S89dd (O—CMYy 11716 (TP, 12426
0 —i HyY, 118,14, 12665, 12742 12825, 12005
arcl 15014 THY, 15148 and 15565 foom S,
16728 (=00,

61
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A, H=T00H, V=H; wekl: 65%; mp TT-89%C
deconyy; 1H MME (g, DAISCH & (ppo: 6.70-8.50
imy, TH, H2, 1S, &, Hy and MH orCOOHY, 11,76 &
large, 1H, MH or COOH); 19 MME @ DRSO
& (pprn: P22 00 —CIMY 11689 (I, 12550
C—, Hy, 118,29, 127.01, 127.18, 129,42, 19051
amd 15109 (CHy, 15329 and 15267 foom OO,
169,15 (C=00,

4o, H=CL T=0io0H; wekd: 52%; mp 158 -170+C
decoripy; YH MME (& DRISCH & Qpni: 6.80-8.035
iy, SH, HE, HSand & Ha, 10010 and 11 .98 (2 bage,
ZH, MH anued ST HD; 140 MAE. (o, DRSO § oo
B2.55 (@—CMY, 11665 (S, 122,55 (G—o, Hyh,
12005, 12692, 127.56, 152.85 and 133.60 iTH),
12909 15%60amd 19411 (wom G, 167 .58 (=00,

212 Euathes: of afeapciveel demaativs weth & amchs
Frractions on the frrecla map (T 1, 0

2121 3G 2 S-cdishlor cnfuead - 1- ohuw -
avfoedaerods (Fyr 1, 3. A soluton of w-Tatsdlitldnm
in lemate (GHnl of 168 sohtion, 1005 ninel)
veas acdded dhopevize at 0°C to A soluton of fen-
pielaril (2,57 g, 10 el inantsadrons degazsel THF
(%0 aly. The nishwe wwas sted for Shoat 0", then
Lerrzenesnlfionsd chileride (1.94 =, 11 mmnal) v acked
at the =ane tenmpembtuwe. The mtime syas stived
for an acktitonal 24 at 0+C aned owewnigid at room
ternperatime, then potned inte acqueens sodimn bisa-
bomate (SOglite™t, Soml). The aqueons phass wwas
extacted wwith dichlovornetlane (3 x 2510 and the
corlined oizanic hpels vrere vastied with agneons
soditm bicarhornate (50 glite™ L, 40y, saater (0l
atel baine @0ml. After during and emosing the sol-
et the aude prosluct w#as cloonmtogapled on a
colimn of alies gel neing dictdorornettane as elnant
ta gt & asan ol wehich slosely myeetallizedd on standing;
wield: @5 %, Ty 8070 TH MME. (6, acetone’ § oo
TED-8350 (m, 10H, HZ HS, & Hy and &, Heyy Yo
LIME. (& acetone) & (ppoxh: 10085 (&— kD, 114 .45
(S, 127628 (0 —CyHah, 133,51, 12281, 120,14,
120077, 131 .55, 131 .98 and 1% 6% (THY, 15254,
15541, 1% .51 and 158,57 {avon1 .

2122 3G 2, S-cdashbe otfuerd - 2-vustfoo -

sarbard M -phepdadfad feole (Fig 1, €155 A soln-
ton of mlbutllilinm in hesane (180l of 162
solntory, 2.2851mmol was added dropavize to diko-
Pepslannne (0% g % nmnel) dissoved in THF (7 l).
The memwe wwas stied at 0% for 15mim then
conled to —50 . A solntien of & {1z, 2.65nmel)
inn degaszsd THEF (Tralh was added dvopevize, After
ghitning at —80 " for 1 Iy metle] chlecoforminte (1.5 2
16 nmnely wms added chopeviz=. Tle nuishmne wwas
gined st —S0*C for Shoand af weomn tenmperate
orelTizht. Satwated agqueots anmioniiml clilolide
(157110 and dichilervenetlane (15 nl) were then sne-
geszively added. Tle aqreons phass wae ehaoted
with dieldovemiettizme (2 = 15 nil) and the cennlied
organic wels wwere wwashed waith wwater (15malh anxl
Laine (15l After vemosving, solwent and then woltle

ingnuitiesnmde saommn (14050 0001 i Hgh, beras
abtained as an oil swdch slessly avetallized on stand-
ing; wiekl: 87%; mp 115-116+2; 1H MAE (CDCLY
4 (ppmah: B8 s, 3H, CHgh, T15-8.30 i, 9H,
HS, T Hy and < Hed; 92 MME 6CDCLY & ppnn:
S2.62 (THg), 10519 (& — I, 112,25 0200, 1 24 85
00—, Hay, 126,75, 127,56, 128,52, 120,00, 129 .45,
130,79 ancl 15482 (CH), 151 .60, 15581 and 1%5 21
(alonl T, 156,99 (2=00,

2125 -Gt I-swaned- (2, 5-ohishiorotiuma ) -
fale ¢Fip d, T A noshue of 6 1.3z, Smmel),
THF (100mD and methanel (G001l wwas tweated
with aqueons sodimn sdresdde @21, 120nil) and
reflieegl for o= I After ool 1o 1oonl tenpelnhne,
solverits wele renied arl the veddne vwas taken 1) in
vrater (00 1lh. The ajneans laser weae addified nsing,
hsglrachilonic acid (12 20 arel then exbracted with ethsl
acetate (% z 0 1l). The combmedorzanic lagers wele
vaachied waith weater (2 x 10ml), dried oser antsachons
nsETLesmL alfate and esaporated to ghee T ae a solid
sehiah weas panified by wrastinis swith dictdoronstlanie
(51D, swielcd: TO%,; n 247 - 249 2 deconyyy VH MALE,
(dy DALSC & ppn: F10-7.80 (ny HSand &, Ha
1506 anud 1540 & and boge = 2H, MH and SO0H Y,
BV MAE G DRISCY & fppo: D696 @ —C,
11474 (M, 12360 C— Ha) 123360, 135011,
13017 and 1%0.50 (CH), 12841, 130856, 1%2.59
arcl 15548 o O, 159.82 (&=0Ch.

213 EBuathass of M-neefveoad fovm sl dertvatioas
(For ly B 1)

2131 2O (2 3-dichlooplsgd)-PT--
rahogeab o st o le 8 Fenpiclondl (2.57 &,
10 nmualy  weas  lithdated  swith  a-latelithion &
deztiibed in Section 2.1.2.1. A solntion of methyl
Tienoacetate (2.29z 15mnwol) in dega==l THF
(200l was ackled dvopevise arcd the metwe wwas
e for Shoat OO ancl osenTighit At 10071 teriel-
atiue. After cooling to O, cold wwater (S0 ml wras
acded dropssize. The aqreons pliass vz extactad
with dicklovernetiiane (& ox 231y, The cornbined
dichlonettane lasers swele swasbed swith wsater
(22 1l), chiedd osrer antgclvons nusgTeesinm sulfate and
esmporated to paovide § asz sellowdid awetaly wield:
T1%; np 130-C; TH MME &DCLY & ppnh: 32,76
(s, 3H, CHy}, <. (5 2H, CHg), 6.9 (d, 1H, H3,
¥ 20H=, 715-7.50 (my 4H, H2 and T, Hy, 19C
MAME (SDCLyY & fppam: S0TT (CH Y S268 (SH, Y,
b B (0 —CIY, 1155 (O, 12587 (00— Ha
12934 127 12 anucl1 20 <48 (CH), 151 12, 155 2dand
15557 {avorn &Y, 16745 (T=T0,

2132 MN-Cabocwmasthi-Z-cwge-d 2 - dechioao-

phepd el (WEAEY A mmme of 8 3.09g
10 nmneal), Littinmm odide 2.5z, STmnol) and M5
dimnethdformanide THIF; 200l wmas refhiesed for
182 h The noixhwe wwaz cooled to rooml temn]iers-
tie, diluted wwith wrater GO0 D), acklified nsing
lpchvechlonic acid (224 amd then esbacted wwith
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dichlemethane (3 x S0, The conlined organic
Lagrers wrere syastiecl vttt vater (5 2 30 n), cried oy
antuaione nagmesinm sulfde and evapeocated to pao-
vile T az a loosyn poesder; smeld 61 %5 map 192+,
IH MME. (¢ DRSO & (ppmi): &.88 (5 2H, THy),
Tig {d, 1H, H:, ¥ 20 He), T.25-T.85 {m, <H,
H2 and &,Hgd, 1045 davge 5, 1H, OH); 192 MAME
iy DOALSCH & (ppmad: 50060 (THGY, 92 .40 0 —TI,
1158228 (S, 122.2% —C Hady 12405, 127.81,
12945 12990 and 15085 0ZH), 15047, 15276
atil 15596 faaorn &, 16340 (2=00,

2155 3Qumend 2 3-dukbeoplsrd)- -2
wahoverhodetdlowmods (Tl adl Sawaac-d-
(2 F-wsPaloe et ) I - (3 st Faos s B0 it )
tavzroa (]'ﬂ-b_jas. HAosoton of sodinm methoside in
nethanoal {“El':'g]iuwe_l, 21l vy aclcledd dropeise toa
solntion of fenpielonil (257 2, 10 nmnel) it antgchons
ChIF. The nishue swwas stined at 100m1 tenipera-
te for Sk amnd teated chopeviz= wwith a sohtion
of methid 3lwonoopionate (for 1a) or nethed
dlaponolutaate for 00 (10 nomaol) and sodinm
iodicle (@l 27 nmel) in DREF (16 ml). The nis-
e weas wraTived at 100105 for 24 (1da) oo at
120125+ for 10 h (10, After cooling and ackli-
torn of wrater (0ralh, the aqueotis L wwas extincted
writh dieldoroniettiane (% x 25 nil) and the cennbined
orgatie lageers wvere wrashed writh wsater (10 nil), chied
orpel anterdrons nmgmesinm sulfate ancd esaporated.
Tle cide prodnots wrere chuonatosrapted on a ool-
unm of silica gel nsiys ctdorofoin 4+ nietlel acetate
(% 4+ 1 I woline) as elart.

ey, wisld: &0%; mp 645 TH MME (DY &
ey 280 t, ZH, CHe, ¥ 6.4H=); 367 {5 3H,
2 Ha'h, .24 01, EH, MTH, ¥ 64 H=), 695 0, 1H,
H5, ¥ 8.5H=), T.05-7.50 (m, 4H, H2 and T Ha);
Vo MAME (CDChRY & ppnd: 3517 (CHeY 4557
(MCHe), 53175 (2Z7Ha), 9335 O—CrD, 11352
05k, 12551 &C—CaHay, 12208, 12697, 1238.52,
12918 and 12950 (ZH), 1%0.85 and 153 3% (mom
2, 17047 (T=00,

R, wield: 58%,; ol; TH MAE (ZDILY & ppn:
1.85-2.50 (m, 4H, TH.y %67 & SH, OZHy),
401 4, 3H, MCTH,, ¥ 6.6 H=), 6.92 (d, 1H, HS, ¥
2 2Hz), 7.05-7.55 {ny, ¢H, H2and &, Hyy,; 19 MAME
(S0l & pnh: 2589 (THe), 30001 (CHR SO,
.07 (PICHh, 5145 (O0C0HRh, 9529 6T,
115,58 (2MD, 12557 &—C Hedy 13302, 1237.00,
12805 12921 and 129.5%% (TH), 15054, 15530
Akl 15548 (e S, 17229 (2=00.

2154 M-ri-Garboswstiow) -5 s -5, 5-ol chbora-
pheallawd (Tla) e M- 3-aobopetmopd)-3-
e {2, S-diclconpima el (118, Aot
soclitmy Isachoede (12500 21nil was aldded to a
solntions of eszter 140 (10 nimel) 9 5% etharal (18 1l).
Tle mishue wms gtined at roon tenperahwe for 1h
atel thenwrainedat 60 % for an acdditional hony, After
coolinz and dilnting wwath wsater (228D, the aueos
Lagrey wras extvacted writh dichleienethane (3 x40 nil)

P Mara g 5= Q00000 Gadnee: 2004

Hoid dearatives of the fiuggiodd e fenydclondl

arl addified nsmg gadvoctlosie acd (221, pH1-23.
Tle acilic gl was extractedd with dichioronstlanie
(% 0l dried esrer antuscdvont nwagmesiimn snlfate
arel esaporated to peoside 11

1la, veld 98%, mp 129-13%3+Z; 1H MNAME
(S0 + @y DALSCY & (ppoad: 280/, 2H, TH,,
FasSHz, +.26 0t ZH, MTH,, ¥6.5Hz), 7.08 i, 1H,
HS, ¥ 253 H=y T15-7.70 oy 4H, H2 and <, Hyly
TEY (arge s 1H, OH); YT NME (CDCL + o
DAISCh & (ppmah: 3517 (CHe Y 4541 $ICHe ), 240
00—, 11545 (200, 122.8% (—20Had, 12217,
12701, 1223488, 128.97 and 120.%% (THY 1%0.56,
13282 ancl 155 60 (aromn S, 17164 (T=0C0.

1M, wiekl: 91 %; nap 121 *C; THMME (COCh 4 o
DALSC & o 170245 (ny, 4H, THeh, 4005 (4
IH, MCHe, ¥ 66 Hz, .75 (boge g, 1H, OH), T.12
(L, 1H, HS, ¥ 2.0H=), 7.30-7.90 (1, 4H, HZ and
o Hgh YC MME (DL 4 6, DRISOY & fppo:
35.865 (THRY, 305 (CH SO, 48 .81 (PTCH), 9201
02—, 11573 (010, 122,96 (00—, Had, 122,56,
12774 12927, 129.% and 12090 (ZHY 1%0.55,
15249 ancl 15596 (avom S, 17%.4% (=00,

22 o vkee fangleldal asthllyr on Bobpma fak

22 1 Frrpal-grooth sonditon:

Tle #hsin of Hidwoa dzta (FPers e F1iy Tl & < Tl
Nl M thess expainents was isolated fiom a wdne
stogls stioevityz svmnptarnis of entpdesiz. Tihe sboain
s g1yt onl & #terile aultne medinm salidified with
AZAL (30 g litre™ 1, cortaining malt extvact (158 ety
ardl chlovanphenicnl (0. 252 ke, This pathogenis
furens destiosz vaood, aanildann and phleen.

222 Mucabien- ol assaw

Tle effectz of phemplparole: on nuaeelinl grosrth
vele neased om culhwes nuack in wrells (35 or
25 nmn diameter’), cortaining the solid medimn (&=
inn Section 2.2.1%. The media vwere antoclassedd wmcler
00NFa for 15 non. Componnct: veere added dining
goolityzat 50— 55 at the desiied coneenbation Aon
a 10011 aqreons stock solnton. Tle inesilun
corsited ofa 3 nmi dianeter nroalial disk talenfion
a zolil cultre. The esparinents veele catied out in
thie dbads at 20 “C. The disneter of the nymelinm wres
mEased daily in gz dertical weells for 7 and 21 dages.

L3 Tt of mymiamlcity

231 Flawmetenad

Cagtor beariseeds (Rratees soaveee: Loow Sangninens),
abtaired fiom BEall-Dnwerettet (AWazencel France),
vpele plcedl o lmonid cotton-wodl foor b oat 27
(1% 0 paior to sovving it wet wanialite. Seedlings
vpele @oeyTl at B0 (5 FH and 27 (135 o dim
Lighit {14 h phoetoperiod) and nesd & dage: after sonwving.

25 2 Hagwophwaclorsal ssasnemase:

Tle tweok region e the npper ot of the hypoootel)
was sawered fiom the Dbass of the seedling and
then fizmed to the bottornl of a Feti dish swith inet
achestre paete (Tewwstat). Tisnes were premarbated
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in a starcaied medinm centainimg, calkimn ehlonide
0.5, nrgmesimn chlockle (0.25104), ethanol
(20millite™ly and & [AN-meopholine] ettanealfonic
aad AIES; 20n1dh as bunffer (pHSO. After 1h
of preinonbation, the tssnes vwele incubated o the
ATE sohiton wwithont (contol) o syith conapoimsl B
(0. 2512, The reference electiodle wras bathed in this
mecliimy, and a glass niceelectiode was inserted into
a cell of the outer pat of the covtical parenclemua.
Tnsmenbrane potential difference (T measine-
ments wwere epeated ower a 00t peried. Thes
vele Tade ina Favaday aage, nsing equipnent joe-
winsly desmibed®” In lnief, the glass nicoelkotods
(] dianeter =1uny, tp wsistance 15-2000) and
the refelenes: niceelkotods (divnieter 1mmy, filled
vith B2 pataesinmm ahiloride in lﬂlg]ima_l AZA) el
connegtecl o anl electonieter-annlifier (nodel NITOT,
AT inzaunents, Mevs-Hawery, ST The auwtpnt siznal
of the arnplifisr wwae menitoled with an oscllescaope
(O Gk, T alecuuipmiert, Teldvoris TIIE Tondor, TIICY
atkl a cliat recowcler (IR ankl Zonery, Delft, The
Mlethielands).

233 San ofation and auawe st

Tle endespatn of seedlings wwas cavefinlly venionmed
vrithiont Lerncding or cnslingz the cotiledons. Tless
Latter organis wele pleinmbated for 20 non o a ey
solnton containis magnesiimn chilorile (002514
atkl calemm clledide (0.5 n), then menbated in
the same medinm snpplemerged syith conponred &
at 25000 concentation. Thitty rirotes o 21 later
accowcling to the exrelinents, the Igocotyl was ==w-
e1edl in the ool region for plloern esmdation The
Pliloern sap was eollected f1om the npper part of the
heprocotid msintained in the meubaton solhition ancl
vras 2boled in ioe 1mitl analiesi. To rednee evaporation,
the =) was colleated A Flesmizle niciecabinet id
ot it vset filteyr pager. The Dudfers need were MES
20 nea (pH 5.0-6 .90 and HEFES 20 pH<.6, 7.0
atel 8.2%. BEnffers containing cimte aonkl not he nsed
atacdic pH dne to thieir chielbting effect torraicd catione
andl especially Tat . Due to the sveals bidfer propen-
ez of HEFES avonmil plia; (3550, tle statecl pH
walne (4.6 was the nean of the irital pH of the
inantwton mednmm JH <. %) snd that nessmnedat the
a1l of the experinent &9 or 504 The phloeern )
veas arlakreed] by HFLAZ after dihidion with pive wsater.
Wie ernplessed reserse-plnse alronmtegaple nems a
DCrizgcorery 16 BlF-annde cohunn (Jength 250,
irdermial cianieter &6 nmy; Supelos, Bellefonte, A
conrectsd to a photodiode-anay detector (218 nm)

ehitingz wwith acetonitiile 4 wrater containing 1nilline"

tifmeeacetc ackl (1 4+ 1 T solimne) at a fowy 1wmte of
ol it

¢ REILTS AMD DISCUSSION

31  Beramlng «f e acllve and nei-aslve
chai'hra thras

Mlesenuing the shoat-tertn effect of fenipiclonil arxl the
vallens acidic derivattres at 1000 coneentation on
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da  dlx do ¥ 9 11a 11l: Ferpicknil
Prochiots

mgwee & St -tenn afeot [Pokmes of cuburs] of fanpkeknl axl bs
ol char kot s o Scoad SEn napceslal grocrty (e of st vaads,
S0 i e i)

Mg 3 Lovgrtan i et (21 ckmes o oL buns) oT Tangaiciond (4, B, O
el cormrodnel B OEF) on SEitgoa (A rmcedal ool T
ook rens Ll Ak D (8, O 1000 (B, )@l 300w S F)
ooloe vk ko Fhobatles Pmpoesiinn eorod s oo el Hes ool i E
arl F T soqeadime ik voae nejroabe ] ol:ctiess CEl sl lar ros ibe,

thie npseelial mvossttiof Sisa (Fig &), eornpoimxls da-—c
hadd mo Tdological actfaty, Lut the other derismtises
irhilited the zronsth of the fmens e approstdnatels
0%, After a tlwee-wweek culhiwe, componrils 11a,
1M and especially ¥ exlibited the mreatest effichasy,
clezpite being les: actwe than fenpiclordl nnder o
expelimertal oonclidons, Comnpomid Boat SOum
comeentration nat ok inted finzal grosrtt (Fig 5

Foap Miaraay Sed bw 000000 foakiie: 2000
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Intt al=a cestosmed the oklest pent of the npacelial
colonyy sowrkl tle inoculun disl, Thess effects
Lecane inaeagngly ternons af lovwel doses. At 1000,
Liolvgical actbity ssas no longer noted, wwheeas
at the =ane conecentation, fergiclomdl exhuibitedd
approsinztelitle sane effect s conponrel bat S0,

The binlozical effect of the waions menobiotes nmet
L inflveneed in pait by their eapadity o be tabken g
L the fangEns, Fenpiclondl (dog K, = 290 iz vapidly
accunndated to igh lesels in nusoelial snspensaoTs
of Fwsamima sedtfacamea Schileclt, protenlaly into
nymelial lipide®™ Howewsr, with the emcepton of
conpoimd T, o acilic derivatives e lipoptdlic anls
ins thesin nnchi=zogiated foaTn (Fiz <. Aos A ooriseoience,
then nptake depends on the pH of the emeanal
meclitmn. The pH of the culfwme mednm of 5 éata
ranEes fom S0 to 5.5 Undsr thess concditions,
the nnwlisseoiated] peiTiEating foaml iz precloninTiast
fconpuonnds 11a ancd 1) or &= poorly represented
fcongmonmds T and %, Tlis means that other faotors
cleterTinined biolomical astisity.

4.2 Peadiathy phlesm msblTy of faapldenl
dhai‘Trathras and sravatlen of sysbanlety of
compeund 3

In the lazt cecade, maxlek based on the pleesico-
clemnical poopeirties: of pestoiles hase Teen pat
forwsard to predict their phleen: moldiy+* Wit
the exception of a favy prodnets, incucding @erobiotics
whose tatepoit iz catie-nediated ' nmeh of the
data on menobiote tmnspoit in plants fits wvell into
thess sohenies. ¥ Frloen nobility for faryiclonil and
itz arklognes was pledicted naEng the Mleier map
(Talk 1, Fig 33.* The fenpiclril acidic deriwmtives
rarEe mto the arvess of the moedevatelsy plloen nobils
conioiricls thonghi the lppeptolicity of ferpiclenil itsel
Apears Incornsistert writh phloen sreteniviaity.
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=

e Iase shudied the pldoem mobility of coni-
potrel % Lecanss i i located in the muedleratels:
Plleern-mobik aven, To esaliate phloenn nuobilits, we
1zl the caztor hean szteny, a biologieal madel wridels
engilossed i the 1wecent past to shucdye philoen sq)p eon-
poszition and tareport properties of muhients 2583
Tle castor Teatt is aleo sy sl to 2ty thee phileern
mabiity of zenobiotcs®* Howewmr, thi: model i
1elialble onkr if the zenobiotes testecd sue ot plgto-
tamic in thess shoit-teTn eselitnents, paatienlaly i
thias do neot depolatize the tansnemnloane FD Walnes
of the tansnembrane FT ;e a good incddicator of the
actFAty of plagna membrarie proto e pimping AT Pass
which energes seconday tanslocation of rmbients
arkl nmitgaitis acklic nolecnle mflves thoonzt thee Ippid
Tilagrer #4410 Copponted ¢ hee no depolatzing effect
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on the taremenibiane PO (Fig ) Orthe ane hand,
the wansnenibiane FDoof sabepicdeinal cell: of the
hook: iz cloze to —100mW both @ the cordiel and
that merbated with conpound ® at 25000 inmeli-
atekr after isolation of the tgrper part of the o plant
tootyleclonis arel Tiools . Om thee ottier T, hmeipol-
ization of tiansmnernlbyvarie Psrhich talesplace diming
the phenonenon of ageinz iz the same in the too
gatz. The wanzmenibiane FD reachies salnes coss to
=150 1% after Shoofinenbation, Thess reslts shonld
Le conpaed swith those obtamed syith ferpiclonil.
Althengh thiz fungieile enbsnees tle accunmilation
of tetvaphiergAphesphonimm bronde (TEFEYY in F ad-
tlzemaa oell, it does riot 2een to afect the Mnctioning
of the plasma memboane. The inaessed aconnila-
tior. of TFFY camead Ly fenpiclond probably wflacts
cliaTizes in potertials ol nenileares of intaeelhila
organelles mther than that of the plhea nembeane.??
Znw vesilts inclicate that the Fses spetenn i anitable
for testitg the pldoern spetenneity of fenpicloril azid
it bres.

“Wlen Razree cotvledons wele inonlated o the
Pesmnce of 25000 ferpicerdl, the fHimmicide wwas
not detected in the philer sap.®F By contiet, swhen
catyledors wele inmbated in an acdic sahition
with conmonril B oAt the sane concentation, the
cleviveat fne vras alesly fonmd in the prdesnn sagp (Fig 7.

Farersrabrans POt
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Tirne {1
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siazaklannal cold of Atodka e [eoeobe 00 Gonlr o, e Thod e sy

Irezd bt ] vt s ok ol s [J2HG.OT, B2 trabe] sat, thes s s
vhars resulnabes ] vt les sonie sodub o wy corqaourel ok 200w

oo wem AR RO LIneser ritedreed 04 A Ol k] 1Ll chcr ol
eAoy oy il LY

Thess data are consistent with the predictions nade
abone (Fiz 30, Fuatheamore, i the Latter egpelinient,
fergriclardl, the paent nolkcnle, was ot detected in
thie phdoem sap, indieating thet congrord B does ot
wkleige bex of the MN-cabommietle]l ;o to anse
ZiFTAficaTit ecstertt L the siese alenemit—connanion cell
gomples. Ina vecent past, i has heen obeerved that the
funzicical actritye of sone MN-snl=titted deiwat fes of
the Z-oanio-<-plierpslpsaroles was dependent ontleir
alility to 1elass tle paert conmpeounsll? If thiz k&
alo elevant to o aciclic derbeatives (in tlat casze
thie prociets conld be degraded by thie funens), then
corpoired B can be conddeled sz a pldoeni-nolils
Profimysicils.

Az Fiaae: B oa smphetc-apoplatic loaderd®
comnponridl ¥ noleank: nosing in tle sese-tubes
g e talen g fom the phioern apoplset or oAy
aome fromn thee nueso bl and especiallsy the cotwledon
epicarmiis sda the synplastic vonte, bt in the latter
cage, the menobinte nmst alse @oss tle phema
membrane. Tine-gomnse experitnents awe indicated
that conipoimil 0 concentation o the phldoen s
inereazed linealy for a fewr homrs Lefole reaching a
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phtean (Figls atd BY. Ao the zenobiotc losdings
was nmell faster atkl @eater vreler the niest acilic
irenlwton condition: (Fig 8B, This shongly indicates
that conponmnd ¢ nptake & pH-dependent and Fig 9
showes thiat thiz = inddeed the case. The fimymicide
clenismatfine vras 0ot taleri vy at nentval and allsaline pH
walnes. Its concentration i the plldoern sa) vras clearly
cortelated to the percerdsze of the mcissocated
foumn i the menbaton sohtion and swsas nasmal
at the mest aoidic pH walve. Time conpoiosl O
uptake iz e to passbe tanspot of the lipophilic
formn tlwemgh the plasnam memloane. Snbesguent
cissociation, especially inside the smiplastic phleem
conAltent, o the pooly peimeating arion keade
to bng-distanoe bansport, as abescds desoribed for
acidic herbicides -+ %10 Componrsd * concertration
ins the phioern sap was 0015 ancl O <0-fold that of
the inmbation sohtion dfered at pH SO and 4.6
respectiekr. Tlesm salves were rmeh lesser than
thoss aheacs nated wwhen testng acidie herlicides
pepecially 24-D0 (10-foldi®® sl iz takem up Ly
tero mechnisnie, the lorrba) nechanisnn axl an
aotfre carver-mediated process%'? Hovewer, thew
vele gl to that fonnd in sdies of the phlesm
nobiity of the heabicicle glpliesate (02-folclh nrkler
singlay experimiertal concditions 2*

4 COMCLUSION

Huogeties of delivaties of fenpicloni vwas symithezized
cartairiney a cabeoes]l zvomp & walione sites omn
the Lenmere o pywole 1ings. Taldng mito accolmit
thenr physico-clenical propertes, all these acilic
clevisasd Faes wrere predicted to be medeirtelsy phloen-
mobie but the gronp of AMlanbetimted fergiclaril
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g B Coroestnabkon of ootmodnel D eyl ok 2600w

oot eom vk ko 1 bo Hoem et el St oa] L 2o Sy OF AYCdIcE 5
TUAER2 1 OF B 3 OF Bl 0 It 10 102l et [rrcen s OF B
L IRl b | v vt ks eIl T s v oo laabe] chrirg] T
Hlrch o Tourty 1ol oF o itk e of gl sote of 3 (date
o 4 0] or Z Gest ot 3 ahmt e (ol e pH uskes) = S0

dlerisstfaes, paationlaly 2-calossmiets]-3-owano-<-
(2, 3-dichdoraplenyhipsarols (connpoimed 9% recehad
Freainl attenition ecanse it exbibited son1e actvity onL
B ilsa, a pathogenic fimgne logated in the sasoilar
sxretern of o plant species.

Seeteninolty tests nsins the Risares frstenl dernor-
satecltiat, nrlile fenpickemnil, congronricl ¥ cloe: nomwe
in the phleenn swithent being degraded in detectable
aronmits Tlizindiestes that this deriwat fae iz 1elatisele
#table, wwlich facllitates eepont ot of the leaf tissnes
atkl lomg-clistaties wangont writlin the pplant. In addi-
tory, the cles= conelation betvseen the concertintion
of congongwd ¥ in the plileer sap and the coneen-
tation of the peineatng e wdlissocited) foamn of
thie nalecile m the emteinal medimn mdicates that
spsteniieity iz die to the ion-ta) mechsrnismn
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