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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
R™ "Ry |o<n<2 2
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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.
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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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c-—N 0 H3COCH 0
N o o o HN—C|  CH,
/ W G M~ C|@C CH-CH
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

25



26

Historique

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)
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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
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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.
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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
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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 & Frac oo of ik imaNIE pof fegeicd il el Esaciidin
charamb ke Lpchog) Hoel IS ar P o) O e ahunobon of g A, Al
A} Loy &, el [ asns coboliabe] s 0D Log 0w 70
woltusT s (goe Talde 10 Fiat paanatersars gluso nldsler .

ke ek bl

=

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
i
=

* 5 -+
[ -+ LA s
gt | Pl B [

» L]

0 3 00 130 200 230 300 530 Joo

Tirne {1

ywee . BTt Of conmeoinel O ol tr s o i s FOOF
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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(26.) LDy pgmicass iU
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)

Jd 50 33 G0 G5 A0 &2

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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Acidic derivatives of the fungicide fen-
piclonil: effect of adding a methyl group to
the /N-substituted chain on both systemicity
and fungicidal activity
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Abstract: A new acidic derivative of the fungicide fenpiclonil was synthesized containing
a methyl group on the alpha-position of the carboxyl function of the N-carboxymethyl-3-
cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole recently described. The phloem mobility of the new N-(1-
carboxyethyl)-3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole was comparable to that of the former
compound, but was higher at external pH 5.0. Unlike the derivatives previously synthesized, it
was comparable in its fungicidal activity to fenpiclonil against the pathogenic fungus Eutypa

lata.
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Figure 1. Acidic derivatives of fenpiclonil exhibiting a good profile for phloem systemicity.
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1 INTRODUCTION

The development of fungicides that can be translocated downward in the phloem to con-
trol root or vascular pathogens has long been needed.' Unlike several herbicides (especially
auxins, glyphosate, sulfonylureas, imidazolinones) that are phloem mobile, the so-called “sys-
temic” fungicides are mobile only within the apoplastic compartment."* The phloem mobility
of these moderate lipophilic xenobiotics is either undetectable or minute. Attempts to deriva-
tize fungicides to make them phloem mobile have generally had the discouraging consequence
of decreasing their biological activity."” However, it must be mentioned that two derivatives of
cymoxanil containing a free carboxyl group, a moiety which has been shown to confer phloem
systemicity, exhibit high biological activity against Peronospora parasitica.* This incompati-
bility between induced phloem mobility and biological activity also concerns, excepting at
least one case?, the insecticide-nematicide group.>’

As reported recently,’ the fungicide fenpiclonil was used as a model molecule because of
the possibilities of adding a carboxyl group at various sites on the benzene or pyrrole rings.
Using the mathematical model of Kleier,*® all these acidic analogues are predicted to be
phloem-mobile. However, only the group of N-substituted derivatives exhibited some long-
term fungicidal activity, particularly N-carboxymethyl-3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole
(compound 2a, Fig 1), ie the compound with the shortest N-chain. The phloem mobility of this
xenobiotic was investigated. It was shown that its concentration in the sieve tube sap was cor-
related to the percentage of the undissociated form of the molecule (predicted using ACD
LogD v. 7.0 software) in the apoplastic incubation solution.

According to the predictions using the ACD LogD software, the second group of N-sub-
stituted derivatives (11a, Fig 1) also exhibits a good profile for phloem systemicity (see Figure
4 in reference 5), taking into account the high percentage of its undissociated form at apoplas-
tic pH values (pH 5.0 to 6.0). However the fungicidal activity of this group is less than that of
compound 2a. Another strategy to modulate lipophilicity and dissociation could be to insert a
lipophilic substituent on the carbon adjacent to the acidic function. The present paper describes
the synthesis and biological properties of N-(1-carboxyethyl)-3-cyano-4-(2,3-

dichlorophenyl)pyrrole.
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dichlorophenyl)pyrrole (compound 2b).

N-(1-carboxyethyl)-3-cyano-4-(2,3-



Publication Pest Manag Sci 60 : 000-000

2 EXPERIMENTAL

2.1 Synthesis

This proceeds in two stages: obtaining an ester derivative and hydrolysis of this to obtain
the carboxylic acid derivative.

The synthesis of compound 2a (compound 9 of reference 5) has been previously

described.’

2.1.1 Synthesis of 3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)-N-(1-methoxycarbonylethyl)pynole
(Fig 2, 1b)

Fenpiclonil (2.37 g, 10 mmol) dissolved in anhydrous degassed tetrahydrofuran (THF)
(30 ml) was lithiated by a dropwise addition of a solution of n-butyllithium in hexane (6.6 ml
of 1.6 M solution, 10.05 mmol). The mixture was stirred for 3 h at 0 °C. Methyl 2-bromopro-
pionate (2.5 g, 15 mmol) in degassed THF (20 ml) was added dropwise and the mixture was
stirred for 1 hat 0 °C then 15 hat 60 °C. After cooling to 0 °C, cold water (50 ml) was care-
fully added dropwise. The aqueous phase was extracted with dichloromethane (3 x 25 ml). The
combined dichloromethane layers were washed with water (20 ml), dried over magnesium sul-
fate and evaporated to provide 1b as an oil. The product was then used without further purifi-
cation.

1b. Yield: 90 %; NMR 'H (CDCl3) 0 (ppm): 1.75 (d, 3H, CH3, J 7.3 Hz), 3.76 (s, 3H,
OCHj3), 4.83 (q, 1H, CH, J 7.3 Hz), 7.00 (d, 1H, H5, J 2.3 Hz), 7.10-7.55 (m, 4H, H2 and
CeH3); NMR “C (CDCl3) 0 (ppm): 18.19 (CH3), 52.92 (OCH3), 57.61 (CH), 94.12 (C-CN),
115.52 (CN), 123.75 (C-C¢Hy), 121.45, 127.15, 127.51 and 129.51 (arom. CH); 131.18,
133.39 and 133.66 (arom. C), 170.14 (C=0); IRv (cm™): 3150, 1410 (pyrrole), 3060, 1590,
795, 710 (CgHz 1°,2°,3 -trisubstituted), 2220 (CN), 1750 (C=0), 1215, 1160 (COC); MS (EI),
m/z: 322 (M), 34%; 263, 100%; 228, 6%; 192, 11%; 138, 6%.

2.1.2 Synthesis of N-(1-carboxyethyl)-3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole (Fig 2, 2b) "*
Compound 1b (3.37 g, 10 mmol) and lithium iodide (9.3 g, 57 mmol) were refluxed in
dimethylformamide (300 ml) for 18 h. After cooling to room temperature, the mixture was
diluted with water (300 ml), acidified (pH = 3) using hydrochloric acid (2 M), and then

extracted with dichloromethane (3 x 100 ml). The organic phase was washed with water (3 x
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40 ml), dried over anhydrous magnesium sulfate, and the solvents were removed under reduced
pressure to give 2b as an oil which slowly crystallized. Purification was achieved by washing
the product with dichloromethane (50 ml) and drying under vacuum. The purity of the com-
pound was verified using HPLC (Discovery C16 RP-amide column 250 x 4.6 mm [Supelco,
Bellefonte, PA], eluting with acetonitrile + water containing 1 ml litre” trifluoroacetic acid
[1+1 by volume], flow 0.8 ml min, detection wavelengh 218 nm).

2b. Yield: 52 %; mp 181°C; Log Kow = 2.98 and pKa = 2.53 (calculated using ACD Log
D v 8.0 software); NMR 'H (dg DMSO) 0 (ppm): 1.72 (d, 3H, CH3,J 7.3Hz), 5.13 (q, 1H, CH,
J 7.3Hz), 7.30-8.30 (m, 6H, H2, H5, CgH3, OH)); NMR “C (dg acetone) 0 (ppm): 17.78
(CH3), 57.16 (CH), 92.16 (C-CN), 116.00 (CN), 122.47 (C-CgH3), 122.14, 128.05, 129.33,
129.63 and 130.14 (arom. CH), 130.35, 132.61 and 134.02 (arom. C), 171.70 (C=0); IRv (cm™):
3300-2500 (OH), 3130, 1410 (pyrrole), 3060, 1587, 810, 785, 715 (CgH3 17,2°,3 -trisubstitut-
ed), 2220 (CN), 1740 (C=0); MS (EI), m/z: 236, 100 25%; 83, 31%.

2.2 Tests of systemicity
2.2.1 Plant material
Castor bean seedlings (Ricinus communis L cv Sanguineus), obtained from Ball-Ducrettet

(Margencel, France), were used 6 days after sowing as described previously.’

2.2.2  Electrophysiological measurements
Transmembrane potential difference (PD) measurements of subepidermal cells in Ricinus

hook were made according to the method previously described. **

2.2.3 Sap collection and analysis

Cotyledons were incubated in a buffered solution supplemented with the fenpiclonil acidic
derivative and the phloem sap was collected from the upper part of the Ricinus seedlings
according to the methods already described.” Young Ricinus cotyledons isolated from
endosperm are very sensitive to environmental parameters’: at pH 4.5, citrate cannot be used
as a buffer due to its chelating effect toward Ca™; in absence of xenobiotics, a too acidic incu-

bation medium (pH 4.0) inhibits phloem sap exudation whatever the buffer used. At pH 4.5, in
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Figure 3. Prediction of phloem mobility of fenpiclonil and its two acidic derivatives using the
model of Bromilow (A: mobility as a function of log K, and pKa) and the Kleier map (B:

log Cf as a function of log K, and pKa; plant parameters are for a short plant°).
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presence of HEPES 20 mM used as a buffer, compound 2b at 250 uM also altered phloem sap
exudation. Consequently, the fenpiclonil derivative was used at 100 uM in these experiments.

The phloem sap was analyzed by HPLC.

2.3 In vitro fungicidal activity on Eutypa lata

2.3.1 Fungal-growth conditions

The effect of compound 2b was studied on the strain (ELJFC 02) of Eutypa lata used pre-
viously.’ This pathogenic fungus, which destroys wood and phloem of vine stocks, was grown
on a sterile culture medium solidified with agar (20 g litre"), containing malt extract (15 g

litre') and chloramphenicol (0.25 g litre™).

2.3.2 Mycelium-growth assays
The effects of compound 2b on mycelial growth were measured on cultures made in 55

mm diameter wells.

3 RESULTS AND DISCUSSION

3.1 Predicting phloem mobility of compound 2b and evaluation of its systemicity

Phloem mobility for compound 2b (pKa = 2.53, log K, = 2.98) was predicted using the
model of Bromilow" and the mathematical model of Kleier.* In both models, the acidic fen-
piclonil derivative ranged into the areas of moderately phloem mobile compounds (Fig 3). The
predictions are almost the same as those of compound 2a (pKa = 2.44, log K, = 2.63), the
physicochemical properties of both acidic derivatives being nearly the same.

Before evaluating phloem systemicity of compound 2b in the Ricinus system, its effect on
the activity of the plasma membrane proton-pumping ATPase (PM H'-ATPase) was studied.
This intrinsic master enzyme generates an electrochemical proton gradient across this mem-
brane' and is indirectly involved in maintaining acidic molecule influx through the lipidic
bilayer.” Values of transmembrane PD are a good indicator of the PM H'-ATPase activity.
Compound 2b at 250 uM did not depolarize the hypocotyl tissues. The transmembrane PD of
subepidermal cells of the hook was indeed close to —100 mV both in control (see Figure 6a of

Ref. 5) and treated sets immediately after isolation of the upper part of the young plant (cotyle-
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dons and hook). However, hyperpolarization of transmembrane PD which usually takes place
during ageing'* was weaker in the treated set than in the control (about —125 mV and —150 mV
after 6 h of incubation respectively).

When cotyledons were incubated in acidic solution (pH 5.0) in presence of compound
2b at 100 uM, this derivative was found in the phloem sap (Fig 4) and no fenpiclonil could be
detected. This indicates that, just as compound 2a°, compound 2b is not degraded to the parent
compound in the sieve-tubes. Its concentration in the phloem sap increased for 150 min before
reaching a plateau (Fig 5).

Although compounds 2a and 2b exhibit almost similar physicochemical properties
(Fig. 3), the percentage of their respective undissociated forms may differ markedly at apoplas-
tic pH values (according to ACD logD v 8.0 software predictions). The range of these values
is estimated to be between 5.0 and 6.0 in the leaf apoplast. For instance, leaf tissues of Vicia
faba, an apoplastic loader, acidify the incubation medium at pH 5.4 before ageing."” However,
expression of the PM H™-ATPase is higher in the phloem than in the mesophyll.'*'”"* This sug-
gests that the micro-environment of the plasma membrane must be more acidic in the former
tissue than in the latter in spite of the passive influx of protons driving the phloem loading
processes. During ageing, a phase characterized by an increasing activity of the PM H*-ATPase
within the mesophyll, broad bean leaf tissues acidify the incubation medium at pH 5.0 or even
at more acidic values."””’ All these data suggest that the pH values of the phloem apoplast must
be close to 5.0, at least in apoplastic loaders. The concentration factor of compound 2b (ie the
concentration in the phloem sap related to that of the incubation medium), similar to that of
compound 2a at pH 4.6 (0.4), became higher at pH 5.0 (0.33 and 0.17 respectively) in accor-
dance with the predictions of ACD Log D v 8.0 software (compare Fig. 6 of this paper and Fig.
9 in Ref. 5). However the concentration factor of compound 2b (0.09) in the phloem sap did
not differ significantly from that of compound 2a (0.07) at pH 5.5. Similarly to compound 2a,
compound 2b uptake was marginal at pH 6.0 and could not be detected at neutral and alkaline
pH values. These data indicate that compound 2b phloem uptake occurs by diffusion of its
lipophilic undissociated form which dissociates into poorly permeant anions into the phloem

symplast, ie a mechanism elegantly demonstrated for herbicides in the eighties.**
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Figure 7. Long-term effect (21 days of culture) of fenpiclonil (A-E) and compound 2b (F-J)
on Eutypa lata mycelial growth. The products were used at 1 mM (A, F), 50 uM (B, G), 10
uM (C, H), 1 uM (D, I) and O mM (E, J) concentrations. The experiment was repeated six times
with similar results.
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3.2 Biological activity of compound 2b

The fungicidal activities of fenpiclonil and compound 2b on mycelial growth of Eutypa
lata were compared using a large range of concentrations. In the presence of fenpiclonil at
1 mM, the mycelium grew vertically from the inoculum after a latency period of a few days
and then covered the culture medium slowly and compactly (Fig 7A). By contrast, the patho-
genic fungus growth was completely inhibited by compound 2b at the same concentration (Fig
7F). In the presence of fenpiclonil at 50 uM, the response of the mycelium was practically the
same as that described at 1 mM (Fig 7B). Eutypa lata development was no longer totally inhib-
ited by compound 2b when used at 50 pM, but a large inner part of the colony became necrosed
around the inoculum disk after a three-week culture (Fig 7G) while the outer part was reduced
to a thin halo. The necrosis of the older part of the mycelial colony was still observed after a
three-week culture both in the presence of fenpiclonil or compound 2b at 10 uM (Fig 7C and
H). However, the growth of the mycelial halo was less inhibited by contact with 2b. Finally, at
1 uM, fenpiclonil and the acidic derivative reduced the thickness of Eutypa lata mycelium
(Fig. 7D and I) to a similar degree compared to the control (Fig. 7E and J).

Compound 2b exhibits a fungicidal effect greater than that of the recently described 2a.’
The latter acidic derivative is not active at 10 uM, whereas compound 2b still exhibits some
fungistatic effect at 1 uM. Taking into account the pH values of the culture medium of E. lata
(from 5.0 to 5.5)° and the calculated percentage of the undissociated form of the two acidic
derivatives under these conditions (Fig 6 of this paper and Fig 9 in Ref. 5), uptake of compound
2b may be in theory more efficient than that of compound 2a. However, this point, supported
only in part in the Ricinus system (Fig 6), cannot alone explain the difference in biological
activity observed (compare Figure 7 of this paper with Figure 3 of Ref. 5). The fungicidal activ-
ity of the N-substituted derivatives may also depend on their ability to release the parent com-
pound in CH3CN/H,O (3/7) as suggested by Nyfeler and Ackermann.? Compound 2b (as
compound 2a) is not degraded to fenpiclonil in a detectable amount in the phloem sap. A
detailed analysis of what happens to it in plant tissues and fungus is now needed to establish
whether this acidic derivative is a phloem mobile pro-fungicide or a new phloem mobile fun-

gicide.
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4 CONCLUSION

Unsuccessful attempts made in the seventies to synthesize a phloem mobile fungicide
from a non-mobile or apoplastic fungicide have discouraged further works in this research area.
In the last two decades, except the work on cymoxanil acidic derivatives,* no data were pub-
lished in this field to our knowledge, the main challenge being to maintain the fungicidal activ-
ity of the parent compound. Fenpiclonil, an analogue of a metabolite produced by several
Pseudomoniae, was selected as a model molecule as a first approach. It has proved possible to
synthesize many derivatives from the parent compound and, in this way, to manipulate the
physicochemical properties of the phenylpyrrole molecules. In this paper, we show that addi-
tion of a methyl group at the alpha-carbon adjacent to the carboxyl function of N-car-
boxymethyl-3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole, recently described, improves the phloem
systemicity at pH 5.0, ie a pH value close to that of the phloem apoplast in apoplastic loaders.
Furthermore, the new N-(1-carboxyethyl)-3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole exhibited an
apparent fungicidal activity on Eutypa lata better than that of fenpiclonil at high concentration
(1 mM) and a biological effect almost similar at the lower concentrations (10 and 1 uM) test-
ed. In this case, the problem due to the conflicting requirements for activity and phloem mobil-
ity was solved. Because of lack of information concerning the selectivity of the biological
effect of phenylpyrroles, this paper must be considered only as a fundamental work on phloem

systemicity of fungicides.
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e Synthese et étude des propriétés biologiques de
conjugués fongicide - acide aminé ou acide sali-
cylique (ou analogue) - acide aminé
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Chapitre 11

Chapitre 11

Une stratégie pour conférer la systémie phloémienne a des molécules peu per-
méantes ou a systémie xylémienne est de les coupler a un acide aminé, la fonction a-ami-
noacide demeurant libre. Cette démarche est basée sur la faible spécificité de certains
membres du vaste groupe des transporteurs d’acides aminés (Chen et Bush, 1997 ; Fisher et
al., 1998; Delrot et al., 2000), ces perméases étant capables de reconnaitre et de manipuler
pratiquement tous les acides aminés.

On peut aussi envisager de modifier, par addition d’une fonction a-aminoacide, les
propriétés de transport et de distribution dans la plante de molécules a fonction acide car-
boxylique, et par conséquent déja plus ou moins phloéme mobiles. Cette derniere explora-
tion purement fondamentale a été appliquée aux acides phénoxyalcanecarboxyliques dont
certains représentants sont des herbicides (voir la publication qui suit, Delétage-Grandon
et al., 2001). Au cours de ce travail, dont le principal acteur était Céline Delétage-Grandon,
notre tiche a consisté a mettre au point les manipulations avec le modele ricin que nous
avons ensuite largement exploité, puis a examiner i/ effet de quelques substrats sur I’ab-
sorption du conjugué 2,4D-[*H]-Lys a 0,1 mM par des disques foliaires de feve ii/ ’effet d’in-
hibiteurs (CCCP et PCMBS) sur I’absorption du conjugué 2,4D-[*H]-Lys a 0,1 mM par des
disques foliaires de feve iii/ la mobilité de divers xénobiontes en comparaison avec celle du
conjugué 2,4D-Lys, a ’aide du modéle ricin.

Ensuite, dans le cadre d’un travail personnel, nous avons étudié les propriétés biolo-
giques, en particulier la systémie phloémienne et la capacité a libérer le produit initial, du
conjugué alcool triazolique-acide aspartique déja synthétisé au laboratoire (Dufaud et al.,
1994). Cette étude a ensuite été étendue a des conjugués acide salicylique (ou analogue)-

acide aminé dont nous avons réalisé la synthese.

Chen L, Bush DR (1997) LHT1, a lysine- and histidine-specific amino acid transporter in Arabidopsis. Plant
Physiol 115: 1127-1134

Delrot S, Atanassova R, Maurousset L (2000) Regulation of sugar, amino acid and peptide plant membrane
transporters. Biochem Biophys Acta 1465: 281-306

Dufaud A, Chollet JF, Rudelle ], Miginiac L, Bonnemain JL (1994) Derivatives of pesticides with an a-amino
acid function: synthesis and effect on threonine uptake. Pestic Sci 41: 297-304

Fisher WN, André B, Rentsch D, Krolkiewicz S, Tegeder M, Breitkreuz K, Frommer WB (1998) Amino acid
transport in plants. Trends Plant Sci 3: 188-195
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kle of recogiiming & wide 1xIge of corjugates of
walions sizes sawl Kosvs (Chollat et &1, 19900
Malaculzr ecogrition does not necessstily mnezi
tliet corjugates writh an e-snime acid functon se
taken up in plant colls wiz & specific carrier systern of
tle plzerns roernbrane, especizlly in the case of the
latge-aized chlorineted derivatives (>-200 I Aa &
generxl rule the phloern mncbility of peeticidss is
elated to their plusico-chernicsl preperties and to
Plant pararneters, eepecizlly plloern sap welodity sl
PH (Ty1ee ot a1, 19079, Klaier, 1933, Brornilowr at 21,
1901 : Kledar et al, 1992 a1l 1eda thersdny). In hoied,
meost a1e soidic (oahorplic) in neture (e.g. surde
hetbicides) or esters, ie. aoid precursors (ag. ple-
IOXFPIOPIOINe &cid derivatives) Wazlkly acidic corn-
pounds (3 < pha < FlaIe atleast in part, it nonioric
forrn in the plleern apoplzet (pH of approdmnstely
5. Crce inthe plleern sep (PH of approdinstely 2),
the ardonic forrnis e ppedbecaus of the nermnbizie
permnestion difference hatwment the nordorde sl the
&IUOINC foIrns, a1l ckil be benelocsted &t disterce.
Mo clesr role was estrblished for crItierinvolwernert
in the phleern trzzeport of xenckiotica untl the el
of the 1980 (Bromnilews et &1, 12911 Coly fluss corn-
pourds are well known to be trneperted by plasrns-
lornons cairiers: phwephite (Baaclietto eof &1, 1939,
Leconte, 1939 a1l glyphosste (Tenia and Deliot,
12227 a0 hatidlad by the phoephiate carrier sratern,

sl paizquat is baislocated by & distnine carrier

(Haat et 1, 1992) The cornonorl festiues of thess

melacules z1e that they ate hydrophilic znd of rxtter

arnsll A,

Inthis wrork v hewe exarnired whether larger-siza
enwdtviotics, including lipephilic groups (such &e wai-
ioua herkicides a11d fungicides), could be trnslocsted
by & plaat caarier sveterne The chlorimsted corfugste
wi chose was 2, ddichloropheneeyacety IFL-Lira (2,
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the kagest mnolecules previously testecd (245.2 T Cliol-
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axiel i the event of phloern taneport of this corjugate,
it distrizution in the wiwle plant cowld e cornpared
with thiat of the avadstiles 1s<diclsdwlad xemobiotic roi-
ety (2, 400 Purthennors, previous datz (Dufand ot 21,
1954 anzzeat that 2 AT-Liva s atadile or pootly huxdio-
Iyzed in the apopket

LESULTS
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When brozd beza (T fobw) folizr diaca waie in-
cubwted in the presence of 01 2 A0 [*H]Lya, labwl
uptake wae rouglly liresr for xt lesst 2 W (Fig. 2.
This suggzests thiat the lbeled rnolecules ertertie load
cells 2111 216 Dot ainply adaothed on the o]l wealls
a1l plaarne mnerrbvisne. Taking into scoount the wwa-
ter content of the lead Hesues (1'% of {166l TnateTisd)
uriler our culture cormditiors, the concenirstion of
Iadvel i the cella was equal to that of the incubstion
mnedinin &fter 1 b Cuslitative approsches indicated
thet the corjugate wwae neot irnrnedistely hydiolyzed
adter uptake (Fig. 201

Autorzdiogizpha of lead Hasues showmd that 1x-
belad rnolecules wrere locklimed in rneeophivll sl
veins (Piz 41 The rodnerveirs network wwae the mnost
Iabeled Hoene, suggesting & predererdizl uptale by
veilla A sirndlar pictare wwaa neted for arninoe acid
uptake in biosd hes folizr disce (Deapeghel ot &1,
1920; Deepeglel and Delrot, 1983 Chollet ot =1,
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Hpwoe 2. Tine coursaof 001 ma 2,4 B-Lps uptake by broacl brean leaf
dlisczat pH 50

12960 By conbrzet, Suc is accurnilstsd rnote inder-
sively in the weins (Dwliet and Benmernsdin, 19271;
Chellet ot &1, 1997), wletess iprodions, & perrnesat
but mor-eyaternic xenchiotic, rernsina excludad f1omn
tle weins (Bl Ihaowi ot &l 19865

Comenhation Thepemnde moe of MD—[’][II..}rs Upinle

Uptaks of 240-[*H]Lya wae messursd af tor & G0
min ircubstorn period (pH L0) for concentiztions
rnging {romn 002 to 2.5 rner Higher concentrations
wale 1ot used because of the lirnited water aohidil-
ity of the corjugste. The datz enzbled & stursble
cornporert (retwmernn 002 and 020 or 0.5 1nmi
wocordling to the sete) to be distingnished, suggest-
ing that peit of ZAT-Lya uptale ia catrier-rnadizted

&l & roore or lese linesr component &t higher

corwertirtions (Pig GA) The apperent kinetic pa-
1xrneters deduced frorn Linewresver-Burk plote (F%
EA} wrare K = O3 e a1ud Wing = 7.1 ionol cin”
W% Pifty rnicrornelsr exrboryleysidde mn-chiloro-
plhenylhydizzone (CCCH) practcelly sbolished the
asxturshle cornponent oheerved &t the lowmst concern-
tiztions (Fig 0E). After subiizcting the peesive corn-
ponent fiomnthe totzl zrnount of Z40-Lys sbaoibad,
the Lkinetic parzineters of phese 1 (Fig. 6B) wweie
K1 = 016 mer and ¥l = 2.4 ool e h-d
Active uptale represents 52% of totsl indlux &t the
lawmat conmentirtion (002 mon), 46% &t 01 oo, snd
only 2% &t 020 mmer (Big 5Bl In wiewr of thwes
mwaults sl the wesl specfic activity of ldbeled
corjugate, we decided to operste &t 01 rnor concern-
tiztion to study uptaks properties of 2,4]3'-[31-1]L}r3
by foliar tizeuss,

FH Depemlenaw of ZH-Lire Wplnka Coagakeon wrifh
Lie aml SH?

Uptaks of 01 e 240 FH[Lye was snsitive to
PH changes in the incubstion rmediurn (Fig. 7a).
Maxdinal uptzle 1ztea wae found to occur in the
aridic pH 1mnge (pH 205-b0). BExpsrimnents per-

1ol

forined naing two difderernt buifers at pH 6 5 (MES
[2-A-rnorpholine Jethenesulioric zeid] and HEFES
[+ 2-yed roxgrathy])-1-piperszine-sthizresulionic
acid]) zrd &t pH 5.0 (MES snd cibste-phosphste)
shoswred that the nwbure of the buffer hed 1o clear
effect on the corjugate uptake. However at pH L0
2 40-Liza indlux weaa alightly (10%%), but significanitly,
educed in presence of ctrzte-phospliate huffern

By contraet, 01 e FH]Lys uptske was littls de-
perlent o the exdernsl pH a1l alowed a1 appar-
ent optirnurn &t pH L0 wdth MES buffer (Pig. FE).
The citrzte-phosphate huffer which chelstea cal-
ciurn, educed Lya uptsle by 40% at this sarne pH
sadne, Acdiion of CaCL (5 mnen to the inculwstion
rnediumn peitizlly mestored Lys uptzke. It alould te
noted that the mte of LJLD—[BH]L}ra il is 2 to
6-jold faster than [*H]-Lys upteke depending on the
PH waluea

[Y4C] 24D uptzke, wlich was weak atbasic or et
neuhz] pH valuss, inessed exponentially at acidic

|

s
e

1 208 o4

Hpme % TLC of bioacd bean leof tisaie ect@acks Thee phbs oas
clepalope] b pindvpeking 1, 69 mnal Zd4D-Lps 2, baf tiznies [corr
balk 2 lof Geaes 4+ &0 ol 24D-Lps & discs incobiabed for & [
it A T oo B D-Lpe zolubi o anel Ehesty vinzsd] s Gras for 2 min
each; 3, Shioroplyplls b, ZdD-Lps Bo o, Lps ke
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Hpwe & Avtoraciograph of broad bean leaf isaies aftee upbks of
Ed D-FH]ILps The Bzsues wers incubabe] for 2 vin Qs pressnce of
0.5 rret 2 D-[FH] Lys, ri rescl, frozen, fresos chisl, 2l dwinsegoosed
for &5 ol bo lepprefibn @, Thes eaclicos Bty appeeaes in sdiits Tle
brackarounel of e filim is S at v bootborn of He figes, Aoon,
tediveor vy arcciwlemacl, vaickl b s Sealabiae - -1 pam.

PH (Pig. P71 This is consistent whith the eported
uptake properties forthis herbicide (Delrot a1l Bori-
IeInsdtl, 1991 sadl 1eda therednr).

EMect od poChloxosiexendbe noeme rablomde Aokl
(FCRLED) amd Sebclamee s 2df cting e Tawmieinkane
Elkvhhal asel pH Guosdiknis on fhe Uphiv of T8 -Lrs
Lirs, awd 2310

PCMBS, & non- or slowly perrnesut thiol meagendt,
teduced 01 mer 240-[*H]Lys, 01 mer FH]Lya, sl
01 1nno [C]240 uptake of 22%, 33%, and 14%,
1eapactvely, wihen used at & conentiztion of 1 roms
(Tatrla I). Ten mdoeinolst OCCT indueed & 20%
intdbition of 01 mer ZAD-[*H]Lys upteke by laad
disca (Table I Howewaer it did not significantly
affect 01 nne 2AT-PH]Lys uptake by mmesophyil
protoplasts (298 = 010 wnol 1077 protoplasts 20

min~?! in contrel, 317 + 015 wnel 10-" protoplasts
e
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Hpwe 5. Concertmtion depencences of 24 B-Lps uptike (1-hincor
biabion]) by leaf b saes st pH 2000 Brchipoint s tle mean of four zets
of 12 cliscs () or 12 chacs (B, complamsnt e sst). ), Sonbok (42,
E0 pant DCCP, el cal bars ceecs ot Avoen sdven ave ey B tle
spmbiols
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Hpwe & Lirevesvar-Buck plots of 24D-Lys upka A, Data from
Fave =4 (@t B chby fromn Apue 56 aftee subibeach ng bl SCCP-
irssAtive cornpaonent; (Ml active canpost. Ddng Bla-H of e
plots, His poinks coregronding o Hue highest concanbrabdons (1.5,
2.0, arel 2.5 1) pavallal Hus watical 2 s

20 min~t in treated seta, e of thoes Wiplicates =
o). This suggests that the active uptake of corju-
gate oooure rosindy in the weina Ter rodcrornolsr
CCCT inhikited uptake of [H]Lys and [“50]2,4D by
foliar diaca in the stne propertions (appiexinstely
25%; Talvle TN Howvewer 100 tnns KC1 clesily inhibita
Lya uptake wlile stirnulating 2,400 uptele e 200
[Table 11 This letter pertculsrity ey be duse, at
lezat in patt, to the pH dependent uptake of 2,470
Dizsaive indlu of K into the cell induced digrnstic
depeolzrization of the taiwmnerrkizie potertisl dJif-
ference (FIY), thus stirnulzting the plasins 1nern-
brzaw HY-ATPase activity, As & consequence, frans-
mernbizie ApH ey incesss, promneoting 24D
trapping (Deliot a1l Bonnernsin, 19710 [FH] 240
Lya uptake was lesa dependernt to the taiwinern-
biznwe FD thet the basic sarnine soid. The intdbitorsy
effect of 100 mnne KCL (zhonut 10%%) on the corjugate
irdlux, not strictly significsnt in Tadls I (P = QO7),
waa alao obeerved i1l & cornplernentzry experirnent
[datz not shewrn) It mepieserted sbvout 207 of the S0
pbL CCOCTP-pereitive cornponeTt.

CCCE, which dissipates the proton rneotive force,
iz usuzlly used at concentraztions znging from 10 to
W pre Depending on the Hseue, 20 to 20 pre a1e
mquired to zbolish the aciwe cornporent of the
trznernernbase FD cornpletely (Renmult ot 21., 1985,
Pleourzt-Lesoatd at 21, 1997, Pifty mndicromnelzrC CCF
intdkited 01 moe [FH] 24D-Lys uptake by nealy
D0% (46% in Pig, DB 42% in Table 01 PCMES is
gereIrlly used at conwcerdrations frorn 1 to 5 ronc
Infiltrztion of hrowd hean lesd Hzsuwes wwith 2 rooc
PCMES does not affect photosynthesia or the traie-
mnernbasie D jor &t leaat 2 hBounquin ef &l , 19200,
At thialattercencerdration the thiel 1eagernt rednced
01 rner 2AT-Lera uptale by 28% (Table D) This
epresIted dvout 7% of the 50 ppeC CCP-manaitive
cornpronent. Cme or 2 ornme PORMES a<dded fo B0 pnr
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Hpme 7. pH-chapevickics of 001 o & 4D-Lps (A, &7 man Lps (B)
ancl 1 man E4D (2] uptaks by broacd bean leaf Geaes, Thiss
cliff avamb borffars cpevs vzl (50 Al Gl 100 i cibeabs, 200 1min
ilisochum phoplwa teforpH 2 5o 5 o (O 20 maa i ESAHASH forp H
E0oanel & 5 Al (2, 20oman HEPERH 2D H for pH 6.5 anel 2.5 [,
starlaccl romchum; () pressoce of 5 ma SaeCl, in the peincubabon
Al bl ircubal on solukions, Eachpointi=dve e nof 24 dizcz 2
Weartica |l barswvara ot dwoom wehen g e than B spmbols

COCT did not ineresse the inhdbition inducad by the
protonophere slone (Takle II). As & comwsdquencs,
the decresse of 24TLys uptske dheerved in the
preeence of 1 o0 2 o PCMES (Tabrles I anid ) is niot
the eeult of &1l eddect of this thiol resgent on phoe-
phelipid bilayer perTneshility. Its blocking effect on
carriara—sild sapacizlly on the ayatern tiznslocating
the carjugate—cannet ke aser wihen the tzisport
aveterna are ot opersting dus to & lxck of snergy.

1l

Efeot od YVodows Subchofes om 1 30
ZADL HLys Upile

Zoverrl atnine aodas & fipeptide (glutattions) =
ek st (indele butyric acid), 2o twvo sugars (Glo
a1l Suc) wers teated agzinat 0] roms T AT [FH] Lya At
the concertration of 1 mnne the rnoat cornpetitive sul-
stances wrere Tip and Phe (Big. 840 These twwo ato-
Toatic arnine soida intdeit the sbheorption of corjugate
(01 mome) by 209, This tepresenta abonut 405 of the S0
pebl O CP-persitive upisks componeant (Fig. SB).

At 1010 concertration Tipe ol Fhe intdleited 0.1
w240 -Lya uptake by 20%, ie the mnsjor pert
(shout 705) of the CCCPeawitive coarnponent At &
axIne concentstion, glatathione (Tadls OI) and other
SI0iTe acids hed only & roatginel edffect, except Arg,
which 1educed corjugate uptske b 20% (Big. SEL
Gle a1l Zuc, &t 10 o concentbiatorn, hed o effact
[ Takele [T This laxtber result indicates that the intili-
tiom induced by the arornstic ainine acids is neot dus
to cornpetition for the proton rnotive force.

Long-THelamor Tuawcy oxt amvd FLeiak oo

Thirty rnitutes adter the Jdeposition of 2,47
[FH]Lya FH]Lya, or ['42]2 40 onleaves 4 and 5 (Pig.
N, ladveled mnolacules waere baueported tfhooughout
the hioed bearl plants. However the distrlzution of
Iabeling waa showerto be deperidernt onthe neture of
eachiod the rolamules applisd o theas tvwo exporting
laasrea (Talla IV In the crae of E,JiDl-FH]L;:a depo-
gitior, the taneport of labelad rneolecules toreatdd the
oota (foot beeis arwl oot apical 1) s grester
theen fo1- the two other aets ([‘31-1]L}r3 s [FHC]2AD
depositions). I & sirndlar rrenmen beiepert to the
expaIling irtermnods Pwras 10006 DIDIORIGS, &8 W&
the lakwl penetiztiorn in rneture leases L2 a1 LA Thia
triple apecificity suggests that the 2,4D—[“3H]L}rs oIl
jugate rnowes mosdndy whithout hyrdiolyeis during this
ghort period Afterd Lof trameport, 2,400 ohll shosssd
& leseer capacity to peretrate to the oots and the
youne apickl b ther the lebel fromn the otber tvo
subetances. After 24 I, the herbicicde wwaa showm to
aocarnulate in the young indernodss, wihich slon-
gated 1apidly amd curved (Big 100 The satne phe-
IOTOAILOIL Wies obaeTwed, but 1o & lassar extent, wwlen
2,4]3—[@H]L}r9 wiaa applisd to leaves Ld z1d LG (Pig.
100, This suggesta thaa the corjugate is progresaively
hpdrolyzed, 1elesaing 2 AT Purtler experirnerts cor-
firrned thst this swwee indsed the ces. Polizr disce
wale inoubated forl hin & 1 nms 2,400y aolutiorn
The folizr apoplzset wae then wwaebed thuee tines for
2 1odn exchwrith budf e a1 the disca wrere plaosd for
Soriz hin the daalkin zn strnoepliers sstursted with
watel BExtraction after these tirnes in hoiling ethaiel
providss, eepactvely, 119 = 018 aned 2.0 = 0050
nrnel an~® (Ineats * s, 2 o= 4 sate of 12 disos)
ofF2 40 (HIFLC anwlyais), whemess the queidity of
AT Lye sheorhed wwe 26 = 11 mnel on™®
(Tnesile = 58, 8 = 121 Tlaing this rnethod the 2.40-Tera
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TaMel. Gfactar 1 e FOUES M poas CCCE, ! T eneer 800 a2 o T et 2 @=ts, o 7 ends s sl o T endd 2,900 aqedms ae deaaad

aam bl ofrer
tleans = ok - -Edo S Hat sgeificat. Astecisk incicabes 005 = F = 0007; brip ke astaci s incicabs &< 00001,
Tra-braant 2,401 Lye b ]
[TITIE= S Tl Tl oy [TIIIE L Tl ay ' an= A=Y a

Conbrol Td2 =005 Too.0 QEd =00z Too.o o L S - 10,0
Pl B 1171 £ oz TG O = Q] 7.2 EdD £ 0 EEY o
COCP 1.17 = Qooz=e 21 OE = 007 EEE G 10 aE]eer Gl
| 1.20 x 0,02 (HS] o ln M [ R IS D R &1.0 7.5 £ 0200 le2.5

arnourt could ot ke estirnated by HIFLC anslysis

heczuae of interfererce with othwr extreted polas

cornpourila,

We used the castor hesn systern to check the
Plloern mncbility of Z,40-Tera This systern enwdvles
Pllcern-rnckile rmolemiles (2,40 and glyphosste) to
te distingguistied f1omn nen phlesrn-rnokile rnolacules
(fenpiclonil; Takle W, anid it rney therefore ke orn-
Plowed as & teat foraveterny. Thus, it wee cordirrned
tlet the 2AD-Lya corugate is indeed pllosrn-rnobils
alldl &laa that it ecornes retsholized over tirne, aince
wie glan founid 240 in the plloern sxp (Fig, 11; Takles
). Howewer, the cheerved 2,400/, 40 -Trra 1etio (1.2)
is probably owr-estirnated In this regard peptidases
libarztad {1000 sactionsd tiseues ey lusdiclyze the
corfugxte during the fermstion of phlosin sxp: diop-
lote. Urider our experirnents] conditions the concert-
tiztion of Z4D-Lys is alinost double in the plldoeern
axpr th1 it thae incubstion mnediumn of the cotyladors.
Thia 1esult ia hedfvray heteroon that of 2,40 (F-fold)
arid thet of glyplcests (02-fold) urder the sane
corlitions (Table W) Cornplernentsry experirments
ahwwaad thet ayaterny datzare dependent o snviror-
mentzl condibions, Thus, when castor tean plaats
gIew at oorn ternpersture (21 & 2907, the Z,400-Lws
corcerdration in phloern sap wes 012 = 004 rnos
(Inexia & 55, # = 100, with & stnaller 2,400/ 2 4T T ses
xtio (010

The cretorbestl systern was alao used to detertrine
whether 2,4T0-Tws s anl arnbitncbvile xenobiotic, &s
suggested by the presence of label in the broed bean
mature leavea L2 a1l L after & 20-rndn benaport of
240 Lira (Table TV Thider our experitnerdal conwdli-
tions ZAT-Lera wozs presert in the castorbesn vascu-
lar sa]r &t & lowr concerdrrtion (6.5 =4 5w, mmeste
5o, = 5oaets of tlow to fiwe plauts), ia zbout

TaMell. Stactaf & pas COCF, 2 enar FOMES, an1ad S pute
COCF 4 Tar 2 med FGHES o & 7 v 2,0 Do aqedmbes & wdcans!
a1 faxl ofrer

trleans = ¢k - - 15 triple s serisks jrelicats & < 0,007,

Tea-krnank el aa” R ! ks
Zartrol TdE + 023 Tod
SO 0.7 d & 015000 EE]
P B Q55 £ O, Ty GE
O0CP 4 PO ES T ol 0.7 E 0] 500 07
QOCP 4+ PR BS (2 i) 0.7 2 x 0. TEee =07
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orwe-thirtisth of that found in the phloern ey (Table
). By cortrmet, 1o 240 weas detectecd

DPECWREN

230 Lyvs Wpiale Toes ot Ieed Fuerdows
Chavape im fhe fiyoplast Fut fhe Conjugake I
Fwrwcchrehr Hindoobrzed 40 Lirs aml 58P

Zewvarzl enzyines inwolvad in the hgpdiolyais of nxt-
urel swxin corjugates aned olisopeptdes hase heer
charrcterized inthe leat fewr weats (Bartel a1l Pink,
1900, Miarbn ared Slowin, 20000 In vwiew of the lage
specificity of sorne of theas enzyrime syaterns, the rnet-
shvolic fzxte of 240-Lyve nesdsed aome bemetigation

1L
[L111]
L5 - -
— o
N = 8
A = z
d = B =
% = g
o n. = -
g = E
£ = £
e I P
E1n =
[~
= I LT
5' 15 | g
-
3 o g
™ = 5
= SIRE
= :
2,3 = :
— u
— | |
= c
2 = . 0

C Pew Elor Mo Trp Gl Arie Ly

Hpae 3. Hfect of varioues amites acics ab 1 rman G el at 10 ma (B)
concenbrabon on a1 man 2,4 D Lys upkes bp broacl bean leaf cfscs
atpH 2000 Bt ba Bkarin il Bk Qe ach e corponsnt of Ele
corjugatainfhizis less than e one-lalif of hebam lupmks Dak ars
Hvm raman of 24 clizes £ = Asteiizk, 005 = F 2= 007 cebls
asteyisks, 0.01 = F = 0.001; bipbe asbevisks, #< 000l

1en



Publication Plant Physiol (2001) 125 : 1620-1632

Teladys e-Srawla sfal
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tlean £ @& n2= 12 HES Hot sgnificant.

Treimamnt nod an=2h=! o
Sanbral 175 +x0le Too.o
ik 1.72x0.11[HS) .
S 1.4 £ 0,10 [HS] 1109
okl 4 i ctlrsital 1LE4 £ 0 12 Too.o
S heathicons 4 clithiodisial 1.25x 0. 12 (H5) 3.7
Conbol + 0 5% BOH LEg 007 Too.o

Iwclals bokpi o acicl 4 00 5% 1150

BCH

1.2+ 0.00 (HF)

The relative stxbility of 24T-Lyrs in the apoplst hee
koo previoualy suggested (Dufaud ot al, 195 It
was showil thet 01 s ZAD inhdbits in, & neon-
spacific rneunen Thr and Suc uptske by lead Hasues
ater 1 h of inoibwation Howresmen uncder the ssine
corulitions, 2.5 romr Z,400-Tee dimrneticelly inddbits
Thr uptalke without sdffecting the irdlux of Suc This
eault indlicatea that the corjugste is stadla in the
apoplzat or is not swifidently hpdiolyzsd to adfact

Zuc uptslke during thisinewation period Ins sirndlsr

IAIIRT; uptale propstties of 2,40-FH]Lys show that
tle corjugate ia takeni up in znessantizlly uncheiged
formn, &t lexat in shwrtterrn experimnents (1 I In
partioular; the indlux mte of 2A40-FH]Lys is 2 to
A-fold higher than that of [FH]Lya, depeneding on the
PH of the incubaton mediutn Purtherrnore, the pH
seraitivity of uptsle clerly differs for the fero corn-
pournds (Big. 7, A and B)

Horvwerrar, the suxrdc effect obwerved 24 L zditer

depoaition of ZAT-Lya on mneture leawes (Pig. 100
suggests that the corjugste is progreseively lirdro-
Iyzed within the tesues to Lyvs and 24D Anslysis of
castor beant plloern sxp peoints out the shility of
4l Lya to crces mernbIsaws =il to enter the
phlosarn and it clesaly ahows thst plarts posessa an
enzyrnatic spetern sbhle to hindrelyze thus atypicsl
corg ugste.

ZAD-Lye Uplale Borobres Toro Coangome nie, am Sbhre
Conkey-Flevta el Firebesn amd T wcdom

Anslysis of the concentrtion-dependence of 2,41
Lya uptale lewd diaca (Piga. 5 aznd &) and the
inbibitory effects of PCRIES (Table I a1l sorne corn-
petiters dernonstizte tlet pert of this 200-I0 ctdori-
nxted corfjugate indlux is carrier-rnedizted Purther-
mne1e, the intdkitory effect of COCF (Pig. 5B; Takela IT),
& protonopheore that decressss the teao cornponernts
of the pioton rnotive forme, s conwisterd swrith the
inwelvernent of a1l achve uptake avatern

Howrerrar, cornpwied with natuizl subatizte uptale
by the sarne mnaterial (hiosd et lead disce), 240
Lya indhux exhulvite o particulsrities. The first cori-
celIls Jdif fusion, which clestly becormes the rrein corn-
ponent of the irdlux for externzl concentrztions
higher than 0.1 rome The imnpertancs of the diffusive

ldza

cornporeIt ey be elated to the stuctare of this
polarized rnoleculs (Fig. 1), wlich exhilkits & ighly
lipophilic pola. By contizat, for 1 mnme Sue, the CCCT-
ineenaitive uptake T load Hasues epresents only 20%
of tle totzl uptzle [(Celiot el Bormernsin, 19210
Simdlar dsts wrere reported for Gly sl Thr uptalke
(Ceapaghel et &1, 1920, Deapag el a1id Delrot, 1582).
The second particulsrity concerns the elatively igh
adfirity of tle beieport svstein thet roenipulstes
2 4T-Trea The appasent K, welue st pH 5.0 (zhout 0.2
el ia 10 to 204old leswer thsa the K1 waluea
mwpoerted for Suc, Gly, andd Thr uptske in simndlsr pH
cordlitions (Deapeghiel et 21, 1980; Delrot a1 Boroe-
ToiT, 19281, Deapeghel and Delrot, 15520

Like arnite aoids (Despeghel ot &1, 1980, Deepaghel
arl Dhelrot, 19820, 2AT-Lis penwetrztes into roeso-
Pl andd waaculsr tiseuss with & preferentizl aocu-
roalstior ir the vein retwork By contraet, the dipep-
tide Gly-Gly searns weekly loaded in the indnoerveins
(Jarnai ot &1, 19, Purtherrnore, our dats suggest
thet uptsle of Z40-Lyws f1orn Q1 roms seolution is
wieekly, but sigrificantly, decessed in the preserce

Hpme o Lonz-dizhincs tanaport of hbebs] mobscules fiom the
clotor Teovves [ DL L 3wl LS. Tl orgains sslechs] (i bhck] for Bbel
cligribabon from E4D-[FH]Lyps [FHILps ancd ['C12d D eecs e
aprica bl GAE), inbscrvocle 2 THS), Teawes & [ LE] 2l 2L, intermacks
1 (IHT} the bagbs (RE], awl tle apical pack (RA) of e seconchrp
roots, RS, RBoob spsban.

Pt Buracl Wol 125, 2000
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Tivenaw

L 2,40 2,40-Ly s L 240 2,40 s Ly 2,40 2,40 Lys
AL lox0fs 0.8 0.7 1209 509 xd7 Eax 1.1 .1 150 1325 x 104 1155 = 57 .4 1245 = 202
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of the citrte-plcephete budfer (Fig 2A). Howewver;
conaidering the active carnponent of the corjugate
irdla, the inhikiton noted &t pH 80 Iaaa:‘tma about
20%. This decesss, prestunsbly dus to Ca* chils
tmnh;.r citrata, is cornplataly esrarsad by the seddition
of 5 rnmr C&Zl inthe incubsten medivn (Big. 84

The dependence of &rnine acid uptke oo the b fera
ernploved hee een teported on in the past anid it hee
teen noted that reutrsl arndrne acid securnulstion is
adfactad by the cittzte-phosphats buffer (Ctaiogo-
Creadd w1 Fobline 19800, zo well e by typical clelat-
ing agents like BECTA ard ELTA (Ricksuer a1l Tari-
eI, 1986 Basdc atnine scid socurnulston is adso
strongly inhdbitecd b C&:"' deficiency (Fig 2B) By
contrast, budfers and Ca't additions de neot adfect
240 uptale

The pH dependence of 240-Les uptzke is sitndler

tathstof 'p-gluts:-m}rl-:}rstem}rl-ﬂl}r (G5H; Tsaansdat &1,
19960 a1l 1ethier sitnilas to thet of neubsl &nd aoidic
arning &oids (Despeghel et al, 1920, Deapeghel and

Deliot, 1582, Chollet et &l , 195907, bt differsi1omn thist
of Gly-Cly, wlich is optirnz] &t pH 60 (Jarmei ot 21,
o’y

Anomy YWarlows Terled Tabrhader, Onbr Sivosiuthe
Awidme Soebde Clhavhr Inkibdt 230 -Lirs Wpkle

In the 1980k, plersiclogical dstz suggested thst
aInine weid teneport acioee the plasrns roernbrsie
waanedizted by 2 arnall nurnkerof distinet trzreport
gyaterna (Kinozide znd Ethertor, 1980 Whas zod
Komneor, 1934) This wouwld mean thet practicslly 211
neubzl arnite weids e tkken up by & single teIe-
port ayatern extikiting & wery wide apecificity. Later;
trzrieport studies with isolzted rnemnbrzne wesicles
suggested that at lesst four anine aeid trzieport
gyaterns, two neubsl, one acidic, andd one basic, e
presant in the plzerne mnernbrzie (Li a1 Buash, 1990,
199170 In the lzet feswr wexre mnoleculsl approwches
hawe permnitted thwse irdbizl meeults to ke irnpreved

Hpwe W. Bioadd bean it reaction 24 1 afber e cepogBon of O panolof Lps(BL & JD-Lps (S) 2wl 2,4 D (D) onosach

of Hvs secarc] and thicel bifo Bake bawes (b awl LEL A, Sortrol

Phrd Tresmol Wol 125, 2001

127



Publication Plant Physiol (2001) 125 : 1620-1632

Teladys e-Srawla sfal

TaMe VY. ficier B ian B2 o bas i sanvng catwialans in &
F2 ArEAn SArdEY g WAL S aafa ¥ F

Plhlastn s collsch oty vkl 2 [ afbse Hes b nning of soaking
Al bt for 2 1 fdewiz 20 - - 100 HD, Hoot clabscts]. Astarizh
inclicates Hwat phlksn mp conbice 24D st B concsttrabion of
025 &= 0,04 1Ml

Mancliches Ineul-ibon Kfa-linra Phlzaa &y
e

Ed-D [N [ aFa x0al

Chplaats o.1a 002 = 000

Feopriclonil o.1a Ho

D=Ly 010 019 & O.?

a1l comnplernented A lage nurnbrer of afnino seid
CRITier Zelws hewe heen identified in Arsbidopsis
(Chert a1l Busl, 1997 Pisher et a1, 1998 agwl 1eda.
tlerein). Based on squence homology, thes bxie-
porters aae claseified inte two superfarnilies, the
&Ining aoid-polyarnine-choline {zclitztors zmd the
&Indne &cid frreportera The ainine acid-polyarnine-
cholite {zolitators ame subslivided into two farnilies,
the cationdic aninw &cid beoeperters and the
warninotutyizte perrmesse-telated farnily. The ATER
suparfzinily is cornprised of the Lira a1l Hia trzie-
porters (LHT2) the Mo trzaeporters, the putstive
UM trsteporters (ATTXS), and the sanine aoid per-

Inessss [AATE), whickl exbibit & wwide speciiicity for

aInind &cids. The latter ate classified e neutrzl and
&ridic arnine acd baueporters o1 &s gewizl aroine
&0id bareporters. Catriers {rorn the oligopeptds
trzreport systerns et also be trlen inte conwider-
ation (Pig 121

A5 & coreeduancs, the comnpetitors v chees &t the
{iret step of our investigations wwie meubsl arnine
&cids (Fro, Thr; Flw, and Tip), beeic (Lys and Arg)
alld soidic (Gln) sgnine scids sivl a0 saedn (TBA).
GEHL & pepde wdith an a-arnine sod function, was
wlao teatecdl Prorn owr weorlk there is no evidence thiat
DTy upteke is rnedisted by an ATIX cairier; &e
IBA does ot cornpete writh the corfugate (Tabrle II).
Howrawar, iinplication of 21 ATTX cartier czimot be
dedinitively discarded, taking in sccount the atruc-
turzl arzlogics bebveorl sodns and the corjugste.

In & sirndlar rneninel; there is oo evidenoe indicsting
& clear contrbution of GEH trzneporters as well s
Pro a1 teede groine &oid trzneporters Purthermnors,
our esults show that although Z40-Lyve acte 2o &
potent cornpetitor of Thr and Glu uptske (Chellst ot
&l 1997, the 1ewerse ia not ttue (Pig. 8) Arnorng =11
tle cornpounds we hawve teoted, cnldy Tip zicd Fhe
[(Reowr of approxiinstely —1.4; Brorndlowr of &1, 1991),
which exldzit an hypdrophcbic side chiwin, clestly in-
hdkit 2,40 -Lys uptale. [tia kueern thiat these arornstic
arnine acids strongly comnpete jor tle Pro uptale

mediated by mweizl AATs {1orn Arsbidopeis (Bisler

ot &L, 1990) &1 by AATZ froin brosd ke (Monta-

1ot et &1, 19990, Theas initizd 1esults forrmn & beasis for

studies wsing plant and vezet muatsats to deterrine
e

the nwtwe of the carrien(s) immolved i 2,4T0-Lya
uptaka

230 Lyve Is a FPhiloeni-Tlob ke Comjupaie

That & xemobiotic enters & cell does ot prove ipeo
{acto ita capacity to penetrate into the phlesrn Thus,
iprodions, which is taken up by mesophyll cells,
1eInEdTE axcluded f1orn the wein netseork (Bl ol at
al, 15261 Many pesticides, perculssly furgicides,
a1e o1ly penetsting Armnong pllesrn-roctile xencti-
otica, thres a1e tarelocated by identified carrier ave-
terns: pleephite, parsquat, and glyploests (Barchi-
atto et &l, 1999 Laconts, 19259 Haat ot &1, 1992 Derdis
a1l Deliet, 1992, Piz. 12) Having dernonetizted the
capacity of 240Lys to penetrate folisr Haeues it was
advisable to explore whether this 250-T0 chiloritstecd
xerwhiotic was alao plloern-rockile.

Cormnplemnerdary approeaches conducted on hroad
besnl plands, & apeciss with & typicsl apoplastic
Pliloern losding, (Bourguin et &1, 1990, Wan Bel, 1952,
sl orl Fevru, & sprnpleetic-apoplastic losder [CT-
lich a1 Kernorn 1992, dernonstiztad thet 240-Tea
waa indesd plloern mnebils (Tabls W) Under our
expelirnertz] conditions 2,400 displasred the lighest
capacity of 1newing frorn the exterrzl rnediumn to the
sieva alarnent followred by 2,4T0-Tara z11d then glyplo-
axte. The wwak concertiztion of glploasts founwd in
Plloern sapr roey be surprising in wiewr of ita wrell-
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Lahdizs  mlice cudch
Hpme B. Possibile carriers it bl in e upmke of senobiobics by
e philoan Bsnue (pophstic kbadegl; 1, from Deaniz ancd Dakok,
120z E, fromn Leconts, 1955 3, foom Hark ot al, 1998 anc 4, this
work ot veses], Carise-rmel absl upbks of Zhplosbs, pam gt
ancl Z4dD-Lys is comnprlsnsnbed by s diffus ve comporst

knonrl aaterndc propertiss (Deliot z1d Bonmernsir,
1991 =11l 1eda therein) anid to the perrnesbility of the
epiderrnis cell wall to hyrdrophilic mnoleculss &t this
stage of developinerd [Schobert a1 Rorneor, 19850
Short-terrn experimments (Table IV, 20 rning) zlso
abwowr that the distribution paitern of 2 AT-Lira in the
whole plant ia different drorn thet of 2,410 In pratic-
ulsr; the corjugate is rore widely disttiuted to the
apical peit of roots then the herbicdde. Purttwrmners,
tley auggest that 2 AT-Lva penwhiztea quickly in the

nor-lonor mneture leavea viz the vasculsar sxp The

presence of the corjugate in the cetorbean vascular

s cloatly indicstes that part of fhw conjugate ex-
ported towarid the oots is ecycled upsward ik the

wesamla, The I4l-Lyas concertrztion in the waacular

axp i lowr cornpaaed with that found in the phlesrn
axps bt the elative irnportznce of the vaeoilsr il
Plloern axp fluxes rnust also be teken into
conaiderstion

It concluaion, our1esulta ahuoer thet I addition to &
fewr plarmns mmermnbmie czxirers that lendls amnsll-
sizad hydrophilic xendhiotica ze previously reported
(Fig. 12}, otlers can benelocste elatively large xero-
hictica(approrirnstely 200 T with & Hpoptilic roedets.
Maoreorrer, Z4T-Lva ia plloarn mndhile a1l exhiqits &
distribution pattern in the wrlole plant differsnt f1omn
that of ZAD, eepecizlly goster efficiency in esching
the apical part of the oots Ite gredusl scission under-
linea the biosd spectiumn activity of peptidases It is
wrall koosent that prlosrn-rncteile and arnbdrnebils furi-
giddea do ot exist z& et They could conbol plart
vaamikl disosses such e dying aon disesse oIL ZIRDe-
wine In this regard we ate i studying the stucture-
phloarn rnobility 1elztiorehips of warious corjugates
inclueding, fungicids derivatives

Pt ool Wol 125, 2001
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LLATERLALES AT RIETHODS
Sratle e P fa-ds

Wa hase praciousdsy descdtes] the detadled senthesis of
o ecnjugades (Chollst of al, 19970, In tadel, thies asope
[Fig 13) weis requited to made the linkems brotwssn the
eamine meonp of Lye and the oavteoes] growg of 240
salnctirs bloaliing of the s-aminc acid groag of LeLys with
o coppey salt; coupling of the swmine growg of protected
Lo with the phoencepallian sonibromglio acid ohloiids neing
the Sohotben -Bartmann rescticn; and sslsotirs deprotsaticn
of the s-anino soid Eop aith FOTA . The 24T-Lee oon-
jrgate e chitadne] se sehite clyetads in an oreand] yield of
sacancd S0, Prather pruidfiosdicn omn b schisessd by ve-
cpetallization in veatsl

Synthesis of 24T-[H]Lys weos peifoumed in s simdsy
manney by inccipoieding 5 mCi of L[4 5"H]Lye (27-57
TBy mrwol™, dmersham, Finnes] to the medium o the
tirnes of the fivet etep ol the o-wrnine adid o
(Fig 15). The spscific sctivity of 240 H] Lips clitained weos
11 MBq mrcl ™, scoept fou sxpetitents vepotted in Takids
I (& MEq mrnsl™b)

Uphle Evpeadienic
Tl MeLabovial

Bameul boain (Wariafade ov Agredndes) plants wesvs pioeen
in & proseth csbvinet s descidnd pinsicuely (Chollst atal,
1997 The scpslimsnts wers peidoimed on plants possess-
ings fonn s Bidolints lessss s,

Lhkake i Lagf Dhece

Lead disos (1.15cm® sridace]) wees chitmined woith ook
beoet ficin the thivl s the fowith medoes idolinte L
e thos loneey spidevrnis hoacd teesn stiipped off to faciltats
srchanms tatesan the tisstise and the inodmtion medhom
They weeve then floated on & pieinadmdion medivm con-
tining, scospt stated otheweiss, 20 o MES s tadfer (pH
5.00, 250 moe maorndtol, 05 o Sally, and 025 moecMECL.
After & S0-min pusinobmtion pericd the disos weers o
tracted in the seres adieimd schition oo taining, 11.5-1.'&_113,:,. 01
mnre 240-FH]Lgs weith or withont ancther preduct Inor
badicn weas nan vnder mild agitadion ohoa recipicoal shaley
at voom terpeishie At the snd of Dneubedicn the disa
apoplet s rinsed (thres timese for 2 min sach) in &
sohdicn simila to the preinoubmtion melion Each disc
wooe then digseted in a mivhoe of perchlovic skl (05%
[oe el 25 L), hoplvogmsn pevowides (35330 [w /o], S0 L,
and Tritcn #-100 (1 g 174 50 L) The iwdicecthity wes
cointed e Liquid scintilladicn specticmetiy (Paclaod Tik
anik: 1900TT, Paclaosd Instiirents, Runsis, Prancs)l. Fu-
thevrcie, somes disos wers dip-ios fiozsn, Eophiled, and
satoradiomraphed Chepaadilm Gmece, Ameishamn).

Emoept for time dependence of 01 mer 240-FH] Lys
uptalis, the duvaticn of inodradicn peiiod wes 11 In the
e of hinetic mssswismesnt, the conosntraticn venms
tooted waried from 005 40 2.5 mer To compers the indhe
enoe of scternad pH on 01 mer 240-FH] Ly nptade, 0.1

laa
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Hpmie E. Reaction scleiies for bl spathass of 240 Ly,

L [:H]I_E,?ﬂ 1.11.'-13.1-:5-,. and [FAo]zaD 1.11.'-13.1-:5-,. tha tnff=ie
sl weore eodium citiabe (10 me) Aliscd i phosplate
(20 morg froi pHEE 5.0, 20 e MES/ Ml H {cu pHELO
anl 0.5, and 20 moar HEPES/MaDH {ov pH 05 and 75
fHClzaDr (044 GBy mmol™) weas supplisd ber Sigma
[Pimnos).

The metdclic fade of moleoube almcited e foling tie-
s1se won sxarninsd in s fiwt appicech b thin Iageer chic-
mnadopmrap e (TLO). Brosd tean lead disos wesvs inoiddsd
for a b oin s standand echition containing 1 mee 2,40-Lews,

The disc apopluts ceevs then vinssd (thiss tine for2 min
eoch] aind sech disc wms then put in 10 mI of boiling G0
[ for) sthancl Afteyr axtiaction, sthanol wes sompoistsd
wniler cmmnirn and the wmeilus cone dissclowd in 1 mL of
B (oo fer) ethancl A 100l porticn weas deposited cn s
TS Ph‘ha- [Siticn Eha-l a0, Bs=iel;, Rnhwu;:_, ). acndd TriEtac
tion weas of fected in tatancl: scetic scidveader (B2 2 w2
Aftar & b, the solwent ficnt vesched abecart 10 omg the mi
graticn weas sopped and the plats vess dessloped neing
0.2% [z /) ninhoxlyin

TaMa V1. Canata @audic oads fa fartan hashects

Crrlimt
Fre-luzt ' Ddivar Datebon UY Raanbon Tima
Tima Y o '
TF& 015
mm el a~ " mn mm
24D $.-0 =0 =0 s Z0Z 11
t..1% 0 0
E D=Ly $.-0 ) 0 s Z0Z 7 [30 rainfor & &0
3..25 &0 40
ERE ) 0
Feopicknil - -0 4o &0 k-] 1= 2.5
.- E0 40 &0

1dad
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Lhkaks dn Probeplort

The thivd and fownth b oliste tivced tean loasses weeie
mssl o prepers the piotoplasts. After pesling the lowesy
spideimis of the lesssss, load piscss wers ot and inoidiadsd
foi M rin on & s divn oohotainine SO0 moe e el 0.25
mrt ML, 05 mee Sall, 02 (w5 polyeringlpearcti-
o, 0L1% (e /52 teosdine sewvim adbmiadng, 2% (e /%) oollie
lowe Cincala R-10 (KALYE, Rendds, Pinnos) 054 (<)
poctolymes macsrczye R-10 (KALYS), and 20 moec MESS
MaOH (pH 5.6). At the snd of inmitmbicn the protoplast
srspeneicn weae 1mocsiel and centrifigmsd for 9 min ot
200z in & tubes containing 1 ml of 100% (we i) Pevacll
(Phaoracia Bictech, Piscosdaswesr, ). 500 morc menitcl,
ancd 20 moe MBS MaTH (pH 55, The supsinatant vess
vernoersd and the protoplasts wesvs mived weith the 100%
(w2 o] Palmoll Pree miltilthe e of 25% (v ) Peawncll ecdidicn
and ¢ ml of 5% (v Pevcoll schticn weele cavedully
acldad o this protoplast suspension and this gradisnt wes
asntriiymsd for O min s 200z Oy the protoplasts esdi-
rending at the 5o 254 (e oA Dnteideos weers nsed for the
uptade sxparimeants

Tptale expeiinmen e weoves staated T adding cne wohime
of piotoplast snspensicn to che wobime of inovbmdion me-
ditm containing 240-FH]Lye 0.2 mer with or weithout
(ronticl) SOCF 20 pare At ealacted times $00L adiguots of
the inoimtion medhm weis sarnpled and cosdadgl cn 500
il of eiliccne oil Tptabe expevimente weie teimdnaded s
ealimenting the protoplwts thoough the siliccns oil of
20z for 1 min in & micvofigs (B11 Bealiman Instine
rends, Pulliton, CA) The tip of the hulee containing the
piotoplests wos ot and deposited in & scintillation ial
weith 4 ml of Eocolite (IS}, Fhavmsceutions Piancs 54,
Tneesr, Pinnos). The vacd icect Frity was msestirsd b Liquid-
saintillaticn oorinting

Lewa-Dhekanoe Travegerd

Thees sxpevines b weers paidormesd on brcad tean plade
Pmmmﬁxﬁ Jo mechue tifolimte lewssss A fter & Euhﬂe LE
Pjimﬁ:m o 1% (w2 ] Twssen B0 cin the Mp ey -a-]__'-ic‘lem'niﬁ,
200 il of 240-FHILye 2 mre, FHILys 2 me, v [FC]240
2 rare weers srmeersl on the seccnd snd thivd bifoliates
loaverne, Lo 0.4 parncd on ssch lead. The plante wesivs haamssstsd
S0 min, 6k, o4 hoadterthas labeled moleonls deposit Then
they weere digice ficaen, lophilized, and the vadicacttity
of eelected cipane (Fig. ¥ wes counted b Liguid-
sintillation spectromestige.

Tesks of Sirskeayr
Flavd foLabovia

Seecle of cmtol trean (Rivdwee commiovie o7 Senmiinste)
vaste clibsined from Vilmeoiin (Leo Menitis, Prancs) The
sasils wosts plaosd in havmwdd ootbon for 46 b at 20 2 1MC
paict o sowing in cest csimioilite. Seedlings s miocen
in o homid admcepheve (B0 £ 5] at 273 210G
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S Cellookion aued dndieic

Piree desre adtel scrving, the endospeim of soedlinge wree
anaedully wsroesl weithont teneding cv cunehing the ooty
ledone (Fallawclad ot al, 1969, Thees cymane wosrs then
incubmded in bundfer sohition containing 20 moee MES (pH
5.0, 0.25 mrc Mgcl, and 05 moec Sall supplemented with
0.1 mre2 4T Lys, 0 1 mec 24D, 01 e [lq{:]slyl:-hm‘tﬁ_. cu
0.1 me fenpiclonil Twso howe ladey the hepoootyl wess
serarel in the hook wmgion fov phleem ssndation. The
phlosm eap s collected from the upper pat of hypoocty]
for 2 b and wess stoimd in ios undil analyeis To asdnos
scwpoamticn, the e cclleation wese peidcurmed in Flexislse
rricrocabiinet that ceas Iaid oot wvith seat filter pager

The phlosm eap wee anakezed by liquid scintiladicn
speatrometiy ([ 2]glph csete] and by HPLS adter dilition
in prws sewter (24D-Lees 2400, ancd denpiclonil. We sme-
pload verssresd phase chromatomingphy nsing & Disocrs 1y
<16 RParndde echimn (Snpeko, Belledcnts, PA) acociding
to the picosdiue practiosd in Tabds VL

T the other el ememla segs e oollsoted foidS min
fromn the tewel peat of hypoootyl and cms snadyzsd b
HILC weithout dilidicn
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e Synthese et étude des propriétés biologiques
de conjugués fongicide - acide aminé ou
acide salicylique (ou analogue) - acide aminé
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1 - SYNTHESE DE DIFFERENTS CONJUGUES AVEC DES AMINOACIDES

1.1 - Synthése d’un conjugué acide salicylique-lysine

La synthese de ce conjugué est décrite dans le manuscrit a soumettre pour publica-
tion présenté a la fin de ce mémoire.
Les principaux pKa calculés (logiciel ACD logD) pour cette molécule sont les sui-
vants:
pKa, = 2,52 * 0,24 (fonction -COOH)
pKa, = 8,52 * 0,30 (groupement -OH sur cycle benzénique)
pKa,; = 9,76 * 0,16 (fonction -NH,)

Ceci, complété par le calcul du coefficient de partage octanol/eau en fonction du pH
(log D) (Fig. 1), nous indique que cette molécule est relativement hydrophile et qu’aux pH

physiologiques, elle se trouve sous forme de zwitterion.

LogD

jalg]
Figure 1. Représentation 0.7
graphique du log D en
fonction du pH pour le

214
conjugué acide salicy- 1
. . 285
lique-lysine.

4,274

1.2 - Synthése d’un conjugué acide salicylique-cystéine

1.2.1 - Premicre étape: blocage de la fonction acide carboxylique de la cystine

HOOC S—S NH» CH3COOtBu Me3zCOOC S—S NH»
—>
HoN COOH HCIO4 HoN COOCMej;
L-Cystine ditertiobutylate de L-Cystine

Dans un flacon en verre épais de 1 1, on introduit 40 mmol (9,61 g) de L-cystine que
’on dissout dans 0,176 mol (29,4 g) d’acide perchlorique a 60 %. Apres dissolution comple-
te de la cystine, 250 ml d’acétate de tertiobutyle sont ajoutés. Le flacon est ensuite bouché
hermétiquement afin d’éviter la perte d’isobutyléne qui se forme in situ. Apres deux heures
d’agitation pour obtenir une solution homogene, celle-ci est laissée a température ambian-
te pendant 7 a 8 jours, durée pendant laquelle le produit de réaction cristallise. La solution est

placée pendant 24 heures a -20 °C pour parachever le processus de cristallisation. Les cristaux
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obtenus sont lavés avec 190 ml d’éther puis dissous dans 50 ml d’eau et 40 ml d’une solu-
tion saturée de NaHCO;, sont ajoutés progressivement. Finalement, le produit est ex-trait
par 3 fois 50 ml de dichlorométhane. Apres évaporation du solvant, on obtient 6,38 g de

ditertiobutylate de L-Cystine (huile incolore). Le rendement de cette réaction est de 45 %.

1.2.2 - Deuxie¢me étape: blocage de la fonction amine

Me;COOC—-NH
Me;COOC S-S NH, EtsN/CH;0OH
- - »  MesCOOC S-S HN-COOCMeq
H,N COOCMe; di-tbutyl dicarbonate
COOCMe4
Ditertiobutylate de L-Cystine N,N’-bis (BOC)-ditertiobutylate de L-Cystine

Dans une fiole piriforme de 250 ml, on introduit 5§ mmol de ditertiobutylate de L-
cystine (1,79 g) et 5,7 ml de triéthylamine en solution dans 50 ml de méthanol. On addi-
tionne ensuite 29,7 mmol de ditertiobutyl dicarbonate (6,49 g) en solution dans 4 ml de
méthanol. Le mélange est porté au reflux durant 5 minutes puis évaporé a sec. Le résidu est
repris par HCI N (46 ml) puis extrait par 'acétate d’éthyle (3 x 35 ml). Apres séchage sur
MgSO,, le solvant est évaporé. L’huile obtenue cristallise lentement (1 ou 2 jours). Les cris-
taux sont triturés avec du pentane (=20 ml) puis filtrés. On obtient ainsi le N,N’-bis (BOC)-
ditertiobutylate de L-Cystine (rendement: 45 %, F = 93,5 - 94,5 °C).

1.2.3 - Troisieéme étape: coupure du pont disulfure

MezCOOC-NH
NH; aq (pH=8) HS HN-COOCMe;
Me;COOC S-S HN-COOCMe4 — — >
1,4-D,L-dithiothréitol COOCMe,
COOCMe4
N,N’-bis (BOC) ditertiobutylate de L-Cystine N-BOC tertiobutylate de L-Cystéine

Dans un ballon de 5o ml, 1 g (1,81 mmol) de N,N’-bis (BOC)-ditertiobutylate de L-
Cystine est dissous dans 16 ml d’éthanol absolu préalablement saturé en azote. Le pH est
amené a 8,0 avec NH,aq 30 %. On ajoute ensuite 0,56 g (3,63 mmol) de 1,4-DI-dithiothréi-
tol (DTT). Lagitation est maintenue 1 heure a température ambiante et en atmosphere
saturée en azote, puis le pH est amené a 1,0 avec HCI 1 N. Le solvant est évaporé, puis le
résidu est repris dans 40 ml d’éther, lavé cinq fois avec 24 ml d’HCl 0,25 N et une fois avec
24 ml d’eau. La phase organique est évaporée a sec. On obtient 1,5 g d’une huile incolore
qui cristallise rapidement en longues aiguilles incolores. Les analyses en RMN sont en
accord avec la structure du N-BOC tertiobutylate de L-Cystéine. Le rendement de cette réac-
tion est de 85 %.
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1.2.4 - Quatri¢me étape: formation d’une liaison thioester entre Pacide acétyl-

salicylique et le produit de la troisicme étape

OxCl
O\fo HN’COOCMGS
HS HN—COOCMejs fCOOCMes
< - S

COOCMeS C5H5N, CH2C|2 ) OCOCH3

N-BOC tertiobutylate de L-Cystéine N-BOC-S-(2’-acétoxybenzoyl)-tertiobutylate de L-Cystéine

Dans un ballon de 50 ml, 1,5 g (5,41 mmol) de N-BOC tertiobutylate de L-Cystéine
est dissous dans 10 ml de CH,Cl, et 1,28 g (16,22 mmol) de pyridine sont ajoutés. Le milieu
est placé en atmosphere azotée. Simultanément, 2,15 g (10,81 mmol) de chlorure d’acide
acétylsalicylique sont dissous dans 10 ml de CH,CI,. Ces deux solutions sont mélangées et
agitées pendant 5 heures a température ambiante et sous azote. Le mélange est ensuite dilué
avec 30 ml de CH,Cl, et la phase organique est lavée 2 fois avec 50 ml d’HCl o,5 N puis une
fois avec 50 ml d’eau. Apres séchage a sec de la phase organique, on obtient 3,86 g d’une
huile incolore. Une analyse en RMN nous a montré que ce mélange n’est pas un produit
pur: il reste du chlorure d’acide acétylsalicylique. Nous devons donc nous en séparer en réa-
lisant une chromatographie sur colonne.

Nous avons tout d’abord mis au point la séparation de nos produits en chromato-
graphie sur couche mince. L’éluant retenu est un mélange de pentane:acétate d’éthyle (2:1).
Les rapports frontaux sont les suivants: 0,74 pour le produit attendu et 0,38 pour le chloru-
re d’acide acétylsalicylique.

Nous purifions ensuite le produit sur une colonne de 150 g de silice. Le solvant est
un mélange 2:1 de pentane:acétate d’éthyle. Ce sont les premieres fractions collectées qui
contiennent le produit attendu. Apres avoir évaporé le solvant, nous avons obtenu 1,79 g
de produit huileux incolore. Des analyses en 'H-RMN et 3C-RMN sont en accord avec la
structure du N-BOC-S-(2’-acétoxybenzoyl)-tertiobutylate de L-Cystéine. Le rendement de la

réaction est finalement de 75 %.

1.2.5 - Cinquie¢me étape: déblocage des fonctions acide c-aminé et hydroxyle

Me3zCOOC—HN HoN
COOCMes 2—000H
S CHxCl,, HCI S
—>
O OCOCH3 CF3COOH 0 OH
N-BOC-S- (2’-acétoxybenzoyl) tertiobutylate de L-Cystéine Conjugué acide salicylique-L-Cystéine
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Dans un ballon de 100 ml, le N-BOC-S-(2’-acétoxybenzoyl)-tertiobutylate de L-
Cystéine (1,79 g - 4,07 mmol) est dissous dans 14 ml de CH,Cl, et 28 ml d’acide trifluoroa-
cétique (TFA) sont ajoutés pour libérer la fonction acide a-aminé. Apres une agitation de
23 heures a température ambiante, la solution est concentrée a sec sans chauffage et le rési-
du est repris avec 17 ml d’HCI 1 N afin d’6ter le groupement acétyle. Apres 72 heures d’agi-
tation a température ambiante, la solution est diluée avec 9 ml d’HCI 1 N. La phase aqueu-
se est lavée 3 fois avec 35 ml de CH,CIl, puis placée pendant deux heures a -8o °C avant
d’éliminer I’eau par lyophilisation. Au préalable, nous avions constaté lors de multiples
essais qu’une évaporation d’HCI 1 N avec chauffage provoque une réaction supplémentai-
re qui aboutit a la cyclisation du produit, formant une thiazoline. On obtient finalement
1,02 g de cristaux blancs (rendement: 90,3 %). Ceux-ci contiennent encore des traces de
thiazoline; celle-ci est éliminée par des lavages successifs des cristaux a I’éther. Les analyses
en 'H-RMN et 3C-RMN sont en accord avec la structure attendue. Le point de fusion de ce
composé est de 183-188 °C.

Le conjugué obtenu n’est stable qu’en milieu tres acide (vérifié par CLHP). Il se dis-
socie rapidement aux pH biologiques, trop rapidement pour €tre intéressant. Le conjugué
acide 3,5-dichlorobenzoique - cystéine que nous avons également synthétisé est totalement
instable. Ces résultats négatifs sont rapportés pour souligner que 'obtention de conjugués
avec une fonction a-amino acide libre est loin d’€tre évidente, avec deux causes possibles
d’échec: 'impossibilité de débloquer la fonction a-aminoacide ou encore 'obtention d’un

produit instable.

1.3 - Synthése d’un conjugué acide 3,5-dichlorobenzoique-lysine

1.3.1 - Premicre étape: blocage de la fonction aminoacide de la lysine et synthe-

se du chlorure de P’acide 3,5-dichlorobenzoique

NH, NH;
= CuCOs3, Cu(OH),

OH
H2N/\/\/\ﬂ/ »
H,0, 90°C

lvsi o)
ysine HoN

Dans un ballon a deux tubulures de 250 ml, on introduit le chlorhydrate de lysine
(8 mmol; 1,46 g), le carbonate de cuivre (11,4 mmol; 2,52 g) et 100 ml d’eau déminérali-
sée. Le mélange est porté a 8o - 9o °C durant 2 heures tout en agitant efficacement (agita-
teur magnétique). Apres filtration sur verre fritté et ringage sur le filtre avec de I’eau, le

milieu est concentré a 10 ml a ’aide d’un évaporateur rotatif.
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Cl Cl
SOCl,

COOH — > COCl

Cl Cl
Acide 3,5-dichlorobenzoique

Simultanément, la synthese du chlorure de ’acide 3,5-dichlorobenzoique est réali-
sée. Dans un monocol de 50 ml, on introduit ’acide 3,5-dichlorobenzoique (26,8 mmol;
5,12 g), le chlorure de thionyle SOCI, (134 mmol; 15,94 g; 9,8 ml) et le tétrachlorure de
carbone (6 ml). Le mélange est porté au reflux (~ 70°C) grace a un bain-marie jusqu’a ce
que ’on n’observe plus de dégagement gazeux (débit-metre a bulle surmontant le réfrigé-
rant). Apres évaporation a sec, le résidu est repris par 30 ml de dichlorométhane anhydre
puis on évapore de nouveau de maniere a enlever par entrailnement toutes les impuretés

volatiles. L’opération est renouvelée une fois. Le chlorure obtenu est utilisé tel quel.

1.3.2 - Couplage du sel cuprique de lysine et du chlorure de Pacide 3,5-dichloro-

benzoique
Cl
O,
KOH Q NH
A+B > O .- cl
eau / dioxane z - ’C{J /
cl NH, © C
NH O
O
Cl

Dans un ballon a trois tubulures de 100 ml, on introduit le complexe cuprique de la
lysine (4 mmol / 10 ml eau), NaHCO; en solution 1 N (8,4 ml soit 8,4 mmol) et du dioxa-
ne distillé sur SnCl, (16 ml). Le milieu est refroidi aux environs de -5 °C. On additionne
ensuite deux solutions composées pour 'une de KOH aqueuse (26,8 mmol; 2,31 g de pro-
duit a 85 % / 6 ml eau) et pour I'autre du chlorure d’acide préparé ci-dessus dans le dioxa-
ne (26,8 mmol de chlorure / 20 ml de dioxane). ’addition se fait en 6 fois séparées chacu-
ne de 20 minutes en mettant d’abord la potasse puis le chlorure. Le milieu est laissé dans le
bain de glace durant la nuit. Le précipité est filtré sur un verre fritté de porosité 3 puis il est
lavé a I’eau avant d’étre séché sous vide. On obtient 3,8 mmol de complexe soit un rende-

ment de 95 %.
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1.3.3 - Déblocage du complexe cuprique

COOH

cl NHs

EDTA NH

Cl

Acide 3,5-dichlorobenzoique / lysine

Le complexe cuprique obtenu est pulvérisé au mortier. Une solution d’EDTA diso-
dique (NaHCO,; 9,8 mmol; 0,82 g / EDTA 5 mmol; 1,46 g/ 19 ml eau) est ajoutée aux cris-
taux en agitant vivement. Le milieu est chauffé a 9o °C et I’agitation est poursuivie jusqu’a
décoloration des cristaux (4 h). Apres refroidissement et filtration sur verre fritté, les cris-
taux sont lavés par 400 a 500 ml d’eau désionisée. La purification est effectuée par recristal-
lisation (dissolution dans 400 ml d’eau bouillante puis filtration a chaud et repos au réfri-
gérateur la nuit). Les cristaux sont séchés sous vide poussé a 8o °C. On obtient 0,5 g de pro-
duit soit un rendement de 20 % (réaction non optimisée). Le point de fusion est de 214-
217 °C, température a laquelle la molécule se décompose.

RMN 'H (dppm, D,O + Na,PO,): 1,2-1,9 (m, 6H, 3CH, Lys); 3,0-3,5 (m, 3H, N-
CH, et *CH); 5,0 (s, 4H, NH, NH,, COOH); 7,0-7,7 (m, 3H, C¢Hj).

L’acide 3,5-dichlorobenzoique et son conjugué avec la lysine peuvent étre analysés
par CLHP en utilisant une colonne Supelco Discovery® RP-amide C16 25 cm x 4,6 mm et
une détection UV a 205 nm. L’élution se fait dans les conditions suivantes:

e Acide 3,5-dichlorobenzoique

- Mélange €luant eau + 0,1 % TFA / acétonitrile (30 % / 70%); débit 0,8 ml / min™

- Temps de rétention = 8 min

¢ Conjugué acide 3,5-dichlorobenzoique - Lysine

- Mélange €luant eau + 0,1 % TFA / acétonitrile (70 % / 30%); débit 0,8 ml / min™

- Temps de rétention = 8,3 min

e L’acide 3,5-dichlorobenzoique et son conjugué avec la lysine peuvent étre détectés
simultanément en effectuant le gradient suivant:

- Mélange €luant eau + 0,1 % TFA / acétonitrile ; débit 0,8 ml / min™

Temps (min) Eau + 0,1 % TFA (%) Acétonitrile (%)
o 70 30
35 40 60
50 70 30

- Temps de rétention
Conjugué acide 3,5-dichlorobenzoique-lysine = 8 min

Acide 3,5-dichlorobenzoique = 32 min
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Les principaux pKa calculés (logiciel ACD logD) pour cette molécule sont les sui-
vants:
pKa, = 2,52 * 0,24 (fonction -COOH)
pKa, = 9,87 + 0,13 (fonction -NH,)

Ceci, complété par le calcul du coefficient de partage octanol/eau en fonction du pH
(log D) (Fig. 2), nous indique que cette molécule est sous forme de zwitterion aux pH phy-
siologiques. La présence des deux atomes de chlore a réduit ’hydrophilie par rapport au
conjugué acide salicylique - lysine.

LogD
Figure 2. Représen- 2 4 B 8 10 12 1 P
tation graphique du -0.37
log D en fonction du 074
pH pour le conjugué i)
acide 3,5-dichloro-
benzoique-lysine. e
2.2

2 - PROPRIETES BIOLOGIQUES

2.1 - Conjugué alcool triazolique-acide aspartique

Nous avons étudié les propriétés biologiques d’un conjugué associant le 1-(4-chloro-
phényl)-2-[ (1H)-1,2,4-triazol-1-yl] éthanol (« alcool triazolique ») avec I’acide aspartique
(Dufaud et al.,, 1994).

N—\ N
\ I\
N QN,N
OH o) NH,
O COOH
Cl Cl

Figure 3. 1-(4-Chlorophényl)-2-[(1H)-1,2,4-triazol-1-yl] éthanol et son conjugué avec l'acide aspartique

Les propriétés fongicides potentielles de I’alcool triazolique, un intermédiaire de

synthese, ont été examinées sur la croissance de Eutypa lata cultivé in vitro (Fig. 4).
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Figure 4. Croissance du champignon Eutypa
lata au bout de 7,14 et 21 jours de culture en

présence de 1-(4-chlorophényl)-2-[(1H)-1,2,4- B .
triazol-1-yl] éthanol & 7 concentrations diffé- £ =i
rentes (0-0,001-0,01-0,05:0,1-0,25-1 mM, de & * et
gauche a dwoite). Chaque colonne est la gg 2

moyenne de 5 cultures. Jour 2

o)
ncentratio"

L’alcool triazolique est sans effet sur la croissance de E. lata pour des concentrations
égale ou inférieures 3 0,01 mM. A 0,05 mM, il réduit la surface du mycelium d’environ 37 %
au bout de 7 jours de culture. Compte tenu du faible diameétre des boites (55 mm), Peffet
de cette concentration sur la croissance radiale du champignon n’a pu étre estimé par la
suite (14° et 21¢jours). En présence d’alcool triazolique 0,25 mM, la croissance est sérieuse-

ment affectée apreés une semaine de culture et a 1 mM, le champignon ne se développe pas.

Nous nous sommes ensuite intéressés a la systémie phloémienne de ces deux com-
posés. Dans nos conditions expérimentales, 1’alcool triazolique n’a pas été détecté dans la
seve libérienne lorsque les cotylédons de ricin incubent dans une solution contenant ce
xénobionte (tampon HEPES, pH s5,0) selon le protocole déja décrit (voir chapitre
« Matériel & Méthodes »). Ces résultats suggerent que ce produit n’est pas phloeme-mobi-
le dans ces conditions d’application (Tableau I).

Tableau I. Systémie et métabolisme du 1-(4-Chlorophényl)-2-[(1H)-1,2,4-triazol-1-yl] éthanol et de son

conjugué avec l'acide aspartique. La seve phloémienne est collectée pendant les 3¢ et 4¢ heures d’in-
cubation. Moyenne + ES, n = 10.

Solution d’incubation Séve libérienne
Métabolisme
Facteur
. apparent =
Produit B ) de . .
Xénobionte Métabolite . Métabolite/
initial concentration
(mM) (mM) Produit initial
(mM)
Alcool
triazolique Non détecté Non détecté - -
(1,00)
Alcool triazolique - .
] ] Alcool triazolique
acide aspartique 0,24 * 0,065 0,30 * 0,06 0,25
0,06 * 0,01
(1,00)
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En revanche, nos résultats mettent en évidence que le conjugué alcool triazolique-
Asp est phloeme-mobile. Le facteur de concentration (conjugué et son métabolite) est voi-
sin de 0,3. Le conjugué alcool triazolique-Asp est hydrolysé en libérant le produit initial et
avec un métabolisme apparent de 0,25 (Tableau I). Le conjugué alcool triazolique - acide
aspartique se comporte donc comme un profongicide pouvant libérer le produit actif
notamment au sein méme du phloéme. Il faut toutefois noter qu’il ne peut avoir d’intérét
pratique compte tenu des faibles propriétés antifongiques de I’alcool triazolique, mais il

peut servir de modele dans la conception de futures prodrogues.

2.2 - Conjugué acide salicylique-lysine

Nous avons effectué un test de systémie a I’aide du modéle ricin. Apres une préin-
cubation de 2 heures par trempage des cotylédons dans une solution tamponnée a pH 5,0
(MES) contenant o,1 mM de conjugué acide salicylique-lysine (AS-Lys), I’hypocotyle est
coupé au niveau de la crosse et les cotylédons sont de nouveau immergés dans une solution
fraiche de conjugué (tampon MES, pH 5,0). La seve phloémienne est collectée chaque heure
durant 5 heures. Le lot était constitué de 9 ricins et les exsudats des 9 plantules ont été
réunis a chaque prélévement.

Les résultats sont consignés dans le tableau II.

Tableau Il. Systémie et métabolisme du conjugué acide salicylique-lysine

Temps (h)  Conjugué Acide salicylique-Lysine (mM)  Acide salicylique (mM)

1 0,287 o}
2 0,305 ¢
3 0,332 o
4 0,247 o
5 0,276 o

De cette étude, nous pouvons conclure:

e Le conjugué acide salicylique-lysine est systémique phloémien. Le facteur de
concentration est d’environ 3 fois. Il pénétre trés rapidement dans le phloéme et la concen-
tration semble constante pour les temps étudiés.

¢ On ne retrouve pas d’acide salicylique dans la séve phloémienne. Nous avons donc
deux possibilités: soit il n’y a pas coupure de la liaison amide, soit il y a coupure et I’acide sali-
cylique formé est aussitot métabolisé et compartimenté. En effet, il est connu que le turn over
de P’acide salicylique est rapide chez les plantes. Compte tenu de la forte capacité de 'acide
salicylique a s’accumuler dans le phloéme (voir publication a soumettre dans le chapitre sui-

vant), il est vraisemblable que le conjugué AS-Lys soit relativement stable au sein de la plante.
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2.3 - Conjugué acide 3,5-dichlorobenzoique-lysine

Lorsque les cotylédons de ricins sont placés dans une solution (tampon MES, pH
5,0) contenant le conjugué acide 3,5-dichlorobenzoique-lysine a la concentration de
0,1 mM, nous retrouvons celui-ci dans la seve phloémienne a une concentration moyenne
de 0,12 mM * 0,04 (moyenne de 17 échantillons + ES). Nous avons également noté la pré-
sence d’une faible quantité d’acide 3,5-dichlorobenzoique dans la seve phloémienne (3 pM
+ 0,7 pM soit 2,5 % du total), ainsi qu'un métabolite non identifié. La collecte de seve a lieu,

comme précédemment, ors des 3¢ et 4° heures d’incubation.

2.4 - Comparaison avec des conjugués herbicide-acide aminé

Ces différents résultats peuvent étre comparés avec ceux que nous avons obtenus
avec d’autres conjugués déja synthétisés au laboratoire. Ces derniers résultent du couplage
d’un herbicide de la famille des acides phénoxyalcanecarboxyliques avec la lysine (Chollet

et al., 1997).
Les structures de ’ensemble des conjugués étudiés sont rappelées dans le tableau III.

Tableau Ill. Structure des conjugués étudiés. Quatre groupes peuvent étre distingués: a) les dérivés
de l'acide phénoxyacétique b) les dérivés de I'acide phénoxybutyrique c) les dérivés de I'acide ben-
zoique d) un dérivé d’un alcool triazolique

STRUCTURE DE BASE n° X Y zZ Acide RCOOH initial
X v A H H - Acide phénoxyacétique
\©i H B Cl H - Acide 4-chlorophénoxyacétique
o/\ﬂ/N\/\/\rCOOH C Cl Cl - Acide 2,4-dichlorophénoxyacétique
@ 0 NHa D NH, H - Acide 4-aminophénoxyacétique

CI\©[CI
H . . .
N cooH E - - - Acide 2,4-dichlorophénoxybutyrique
A i
2

®

V4
@ y F OH H H Acide salicylique
Y N\/\/YCOOH G H <a da Acide 3,5-dichlorobenzoique
X O NH;

N

«N
O,

\
.N
O\[]/\(NHZ H - - - 1-(4-Chlorophényl)-2-[ (1H)-
O COOH 1,2,4-triazol-1-yl] éthanol
Cl
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Ces dérivés ont été étudiés en les appliquant sur les cotylédons de ricins a 0,1 mM
sauf le conjugué triazolique qui a été utilisé a 1 mM. Le pH était de 5,0.
Les résultats que nous avons obtenus sont résumés dans la figure 5.

0 !

| 16,1

15

Facteur de concentration
4|
1

Produits testés

Figure 5. Systémie et métabolisme de conjugués de type xénobionte-acide aminé. Les résultats sont
exprimés sous forme du facteur de concentration = [conjugué .,.] + [métabolite ] / [cOnjugué ...
tion incubation]- L€S conjugués sous forme inchangée sont représentés en noir et leur métabolite (produit
initial) en gris

L’acide phénoxyacétique-lysine (A) est retrouvé dans la seve phloémienne ou sa
concentration atteint 0,24 mM dans nos conditions expérimentales. Il faut surtout noter que
’on retrouve une quantité énorme d’acide phénoxyacétique dans la seve (1,6 mM soit un
métabolisme apparent = Métabolite / Produit initial = 6,75), ce qui signifie que la plante
métabolise le conjugué par activité enzymatique clivant le composé A au niveau de la liai-
son peptidique. Le facteur de concentration (conjugué . + métabolite i ./conjugué ¢ sion

incubation) €st de 18,5: c’est de loin le plus élevé de tous les conjugués testés.

L’acide 4-chlorophénoxyacétique-lysine (B) est également un conjugué tres nettement
phloéme-mobile puisqu’il est présent dans la séve libérienne a une concentration de 0,32 mM
et le métabolite correspondant, c’est-adire I'acide 4-chlorgphénoxyacétique, est présent égale-
ment (0,42 mM). Le facteur de concentration est de 7,38 ce qui est moins élevé par rapport au

dérivé non chloré. Il en est de méme pour le métabolisme apparent de B dans la plante (1,33).
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L’acide 2,4-dichlorophénoxyacétique-lysine (C, 2,4-D-Lys) est présent dans la seve
libérienne. Ce conjugué dichloré dont la masse moléculaire est voisine de 350 D est donc
phloéme mobile. Dans nos conditions expérimentales, sa concentration atteint 0,19 mM.
Par ailleurs, la seve contient aussi du 2,4-D (0,25 mM). Le facteur de concentration est infé-
rieur aux dérivés précédents: il est de 4,37. 1l est également inférieur a celui du 2,4-D
(7)(Delétage-Grandon et al., 2001). Il est toutefois intéressant de noter qu’en dépit du
métabolisme, le conjugué est plus concentré dans la séve libérienne que dans la solution
d’incubation.

Le fait que le 2,4-D-Lys soit scindé en deux pour libérer le 2,4-D dans la plante signi-
fie que ce conjugué se comporte comme un pro-herbicide que la plante transforme en her-
bicide actif. Le conjugué présente I'intérét d’étre distribué de maniere différente que le
2,4-D dans la plante, ’apex racinaire devenant une cible évidente (Delétage-Grandon et al.,
2001). Le métabolisme apparent dans le cas du 2,4-D-Lys est de 1,29 dans nos conditions

expérimentales, soit sensiblement voisin du conjugué B.

L’acide 4-aminophénoxyacétique-lysine (D) est le composé le plus concentré sous
forme inchangée dans la seve phloémienne (0,36 mM). En revanche, il est moins métaboli-
sé que les conjugués précédents: on ne retrouve que 0,1 mM d’acide aminophénoxyacétique
soit un métabolisme apparent de 0,27. Le facteur de concentration est comparable au déri-

vé dichloré (4,56).

En ce qui concerne I’acide 2,4-dichlorophénoxybutyrique-Lys (E), la systémie phloé-
mienne est moins marquée, le facteur de concentration étant de 1,1. Contrairement aux
conjugués testés précédemment, E n’est pas clivé dans les tissus par activité d’une peptida-
se, comme dans le cas des autres conjugués acide phénoxyacétique-Lys. Ajoutons que nous

n’avons pas noté la présence de 2,4-D qui aurait pu résulter du métabolisme oxydatif du 2,4-DB.

Le conjugué Alcool triazolique - acide aspartique (H) est le composé le moins systé-
mique: appliqué a 1 mM sur les cotylédons, on en retrouve 0,24 mM dans la seve libérien-
ne. Bien que faiblement détecté (0,06 mM), le fongicide de départ est cependant présent

dans la seve avec un métabolisme apparent (activité d’une estérase) de 0,25.

Les conjugués acide salicylique-lysine (F) et acide 3,5-dichlorobenzoique lysine (G)
ont une systémie assez comparable aux autres dérivés étudiés avec des facteurs de concen-
tration respectivement de 2,89 et 1,19. Toutefois, contrairement aux conjugués dérivant des
acides phénoxyacétiques, ils ne liberent pas ou que faiblement le produit de départ, tout au
moins dans nos conditions expérimentales. L’emplacement de la liaison amide (CO-NH)
dans ce type de molécules est donc primordial afin d’avoir une bonne libération du produit
initial. Les structures de type C4H,-O-CH,-CO-NH-CH,- semblent donc les plus favorables

pour que la coupure enzymatique ait lieu.
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3 - CONCLUSION

De cette étude, nous pouvons donc conclure que:

e Tous les conjugués de type xénobionte-acide aminé (avec la fonction a-aminoaci-
de libre) que nous avons synthétisés et qui sont stables sont phloeme mobiles, quoiqu’a des
degrés divers. Ces associations étant de structure, de masse et de lipophilie variables, cela
signifie que les perméases reconnaissant la fonction a-aminoacide sont peu spécifiques.

¢ En revanche, les hydrolases pouvant libérer la mati¢re active au sein des tissus
végétaux sont beaucoup plus spécifiques: seules certains motifs, notamment celui que I'on
retrouve dans les dérivés de type acide phénoxyacétique-lysine (Aryl-O-CH,-CO-Lys), sont
favorables ainsi que les dérivés a fonction ester. Ceci est a prendre en considération pour la

conception de futurs profongicides.

Chollet JF, Delétage C, Faucher M, Miginiac L, Bonnemain JL (1997) Synthesis and structure-activity relation-
ships of some pesticides with an a-amino acid function. Biochem Biophys Acta, 1336: 331 - 341.

Delétage-Grandon C, Chollet JF, Faucher M, Rocher F, Komor E and Bonnemain JL (2001) Carrier-mediated
uptake and phloem systemy of a 350 D chlorinated xenobiotic with an a-amino acid function. Plant
Physiol, 125: 1620-1632

Dufaud A, Chollet JF, Rudelle ], Miginiac L, Bonnemain JL (1994) Derivatives of pesticides with a-aminoacid
function: synthesis and effect on threonine uptake. Pestic Sci, 41: 297-304.
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Il est maintenant bien connu que I’acide salicylique (AS), I’acide jasmonique et
’éthylene sont des signaux impliqués dans la réponse des plantes aux agents pathogeénes
(Durand-Tardif et Pelletier, 2003). On a déja eu I'occasion de souligner dans le chapitre
« historique » de ce mémoire, que I’AS est un élément important dans I'induction de la
résistance systémique acquise. Des expériences élégantes ont permis de démontrer que I’AS
synthétisé dans la feuille infestée par un pathogene est transporté a longue distance dans le
phloeme (Shulaev et al., 1995 ; Modlers et al., 1996). Les rares dosages d’AS endogene dont
on dispose, en particulier ceux concernant la seve phloémienne (Métraux et al., 1990), ne
permettent pas de savoir si I’AS possede la propriété de s’accumuler véritablement dans le
phloéme et cela est d’autant plus délicat que le turn-over métabolique de cette molécule est
rapide. On sait seulement que les propriétés physicochimiques de cette molécule-signal sont
compatibles, comme nous ’avons déja mentionné, avec une bonne mobilité phloémienne
via le mécanisme de piégeage d’acide (Yalpani et al., 1991).

C’est la premiére raison pour laquelle nous nous sommes proposée d’étudier les pro-
priétés du chargement phloémien de I’AS en utilisant le mode¢le Ricin. Lautre motivation,
qui entre dans le cadre de notre démarche générale, est liée a la caractérisation récente d’'un
groupe de transporteurs d’acides monocarboxyliques dans les cellules animales. Ceux-ci
manipulent I’AS, mais aussi des « drogues » de structure plus complexe et de masse molé-
culaire beaucoup plus importante, comme la provastatine (Tsuji et Tamai, 1996 ; Enerson et

Drewes, 2003).

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

Enerson BE, Drewes LR (2003) Molecular features, regulation, and function of monocarboxylate transporters:
implications for drug delivery. ] Pharm Sci 92: 1531-1544

Métraux JP, Signer H, Ryals J, 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

Molders W, Buchala A, Métraux JP (1996) Transport of salicylic acid in Tobacco necrosis virus-infected cucum-
ber plants. Plant Physiol 112: 787-792

Shulaev V, Leon ], Raskin I (1995) Is salicylic acid a translocated signal of systemic acquired resistance in
tobacco? Plant Cell 7: 1691-1701

Tsuji A, Tamai [ (1996) Carrier-mediated intestinal transport of drugs. Pharm Res 13: 963-977

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

The potential of Ricinus phloem to accumulate exogenous salicylic acid (SA) was eval-
uated by HPLC analysis of phloem sap collected from the severed apical part of the seedlings.
Time course experiments indicated that SA is transported to the root system via the phloem and
redistributed in very small amounts via the xylem. Phloem loading of SA at 1, 10 or 100uM
was dependent on pH of the cotyledon incubating solution and the accumulation in the phloem
sap was the highest (about 10-fold) at the most acidic pH values tested (pH 4.6 and 5.0). The
analogue 3,5-dichlorobenzoic acid which is predicted to be poorly mobile according the mod-
els of Bromilow and Kleier also accumulated in the phloem (about 4-fold). Competition exper-
iments indicated that 100uM gallic acid, which did not affect the transmembrane proton gra-
dient, inhibited 10#M SA phloem loading by about 25%. These data rise the hypothesis of a
possible involvement of a pH-dependent carrier system translocating aromatic monocarboxylic

acids, in addition to the ion trap mechanism.
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The potential of plants to react to pathogens by activating local and long distance mech-
anisms has been known for a long time (Chester, 1933). The systemic response was called sys-
temic acquired resistance (SAR) and was explained by the production of a signal released from
matured infected leaves and translocated to the upper parts of the plant (Ross, 1966). Then
grafting and stem girdling experiments have suggested that the SAR signal moves in the
phloem (Jenns and Kuc, 1979; Guedes et al, 1980). Interest in the role of salicylic acid (SA) in
disease resistance started from the observation that application of exogenous SA or acetylsali-
cylic acid (aspirin) induces resistance to tobacco mosaic virus (TMV) in tobacco (White, 1979)
and is highly effective in inducing pathogenesis-related (PR) genes (White et al, 1987). A few
years later, it was shown that development of SAR in cultivar of tobacco resistant to TMV is
accompanied by a dramatic increase in the level of endogenous SA in the infected leaves after
TMYV inoculation and, also to a lesser extent, in uninfected upper leaves. Induction of PR gene
expression parallels the rise in SA levels in both infected and uninfected tissues (Malamy et al,
1990). Furthermore, inoculation of cucumber mature leaves with either tobacco necrosis virus
(TNV) or the fungal pathogen Colletotrichum lagenarium leads to a clear rise in SA levels in
the phloem sap and to the development of SAR (Métraux et al, 1990). TMV infection also
induces an increase of SA concentration in the phloem sap of tobacco (Yalpani et al, 1991).
These data indicate that SA plays an important role in plant defense against pathogen attack
and suggest that it may function as an endogenous signal in the transmission of SAR. The role
of SA in disease resistance was further supported using transgenic tobacco plants expressing
the bacterial nahG gene encoding salicylate hydrolase, which degrades SA into cathecol. These
plants are unable to accumulate SA and to express SAR (Gaffney et al, 1993).

Phloem transport of SA from the inoculated leaves to the systemically protected tissues
is at the present time clearly supported. The first strong evidence has come from an in vivo
labelling with *O, of the salicylic acid synthesized in TMV-inoculated lower leaves of tobac-
co. Spatial and temporal distribution of *O-SA indicated that about 70% of the SA detected in
the upper uninoculated leaves was '*O-labelled and had therefore been transported from the
TMV-inoculated tissue (Shulaev et al, 1995). The biosynthesis and transport of “C-SA have
been studied after injection of “C-labeled benzoic acid to cucumber cotyledons inoculated with

TNV. Labelled SA was detected in the phloem and in the upper uninoculated leaf before the
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Figure 1. Chemical structures of salicylic acid (SA), SA analogues and other acidic compounds
used in this work.
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development of SAR (Mblders et al, 1996). The specific activity of “C-SA decreased in the
systemically protected tissue, indicating that, in addition to transport, the upper leaf also pro-
duced more SA. Finally, recent data suggest that the pattern of SAR induction within the
Arabidopsis rosette is not confined to the pattern of phloem allocation of “*C-sucrose or “C-SA
from a donor leaf (Kiefer and Slusarenko, 2003). All these data are discussed in relation to the
nature of the primary long-distance signal which triggers SAR, ie SA or another signal
(Vernooij et al, 1994; Ryals et al, 1996, Van Loon, 1997; Durner et al, 1997; Métraux, 2001).

The membrane transport of SA is well documented in animal cells contrary to plant cells.
It was studied in detail using the human adenocarcinoma cell line, Caco-2 cells which possess
intestinal epithelia like properties. The transcellular transport of SA across Caco-2 cells occurs
via a pH-dependent and carrier-mediated transport mechanism specific for monocarboxylic
acids (Takanaga et al, 1994; Tsuji et Tamai, 1996). These and other data lead to the character-
ization of a monocarboxylate transporter in animal cells (Garcia et al, 1994; Enerson and
Drewes, 2003).

The purpose of the present work was to assess, using the Ricinus system, the potential of
the phloem to load SA from the apoplast comparatively to various endogenous molecules and

xenobiotics, and to specify the mechanism(s) involved in this process.

RESULTS AND DISCUSSION

Predicting phloem mobility of SA and analogues

Two models based on the physicochemical properties of molecules, more precisely their
lipophilicity (assesses as 1-octanol/water partition coefficient log K ) and pKa values, are cur-
rently used to predict the systemicity of xenobiotics and natural ionisable compounds (Kleier,
1988; Bromilow et al, 1991; Kleier, 1994). Much of the data on xenobiotics transport fits well
into these schemes, except for compounds translocated by a carrier system (Wright and
Oparka, 1994). These two models were used to predict the mobility of SA and analogues (Fig.
1). The physicochemical properties of SA (pKa =3.01, log K, = 2.06) make it well suited for
long-distance phloem transport (Yalpani et al, 1991). Using the mathematical model of Kleier,

gallic acid (3,4,5-Trihydroxybenzoic acid) (pKa = 4.33, log K, =0.91) and 5-chlorosalicylic
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Figure 2. Prediction of phloem mobility of SA and its analogues using the Kleier map (Log C¢

as a function of Log K, and pKa, plant parameters are for a short plant (Kleier, 1994)) (A),
and the model of Bromilow (degrees of mobility as a function of Log K_,, and pKa) (B). Log
K, and pKa were calculated using ACD Log D v 8.0 software.
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acid (pKa = 2.64, log K, = 3.42) could also be predicted to be phloem mobile, while 3,5-
dichlorobenzoic acid (pKa = 3.46, log K, = 3.92) was situated near the area of the non mobile
molecules (Fig. 2A). Similarly, according to the model of Bromilow and coworkers, three
degrees of mobility could be noted. SA and gallic acid were situated near the area of optimum
phloem mobility, 5-chlorosalicylic acid near the group of the molecules mobile only in the
xylem, and 3,5-dichlorobenzoic acid on the line between the areas of the apoplastic and the

non-mobile products (Fig. 2B).

Endogenous SA levels in the phloem and xylem saps exudated from severed
seedlings

To evaluate the potential of phloem to trap exogenous SA from the incubation medium,
it was previously necessary to measure the endogenous SA levels in the phloem sap exported
by Ricinus cotyledons. Endogenous SA concentration did not exceed basal level (<1uM). Very
low values (= 0.54M) were also noted in the phloem sap of cucumber (control set) (Métraux
et al, 1990). Endogenous SA concentration in the xylem sap exudated from the Ricinus root
system was so low that it could not be detected. These data suggest that SA levels do not
change significantly in response to wounding, in agreement with previous data (Malamy et al,

1990).

Time course experiments

The Ricinus system is a biological model widely employed to study the phloem uptake
of nutrients (Schobert and Komor, 1989), to identify endogenous molecules moving in sieve-
tubes (Schobert et al, 1995; Antognoni et al, 1998) and to evaluate phloem systemicity of xeno-
biotics (Bromilow et al, 1987; Delétage-Grandon et al, 2001). As castor bean is a symplastic-
apoplastic loader (Orlich and Komor,1992), exogenous SA molecules found in the phloem sap
may be taken up from the phloem apoplast or may come, via the symplastic route, from other
cells and more especially from the cotyledons epidermis when these organs are incubated in a
solution. However in the latter case, exogenous SA molecules must also cross the plasma
membrane. In this paper, the term “SA phloem loading” does not discriminate between the var-

ious possible sites of transmembrane SA uptake. Nevertheless, taking into account the rapid
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Figure 3. A. Time course of SA concentration in phloem sap of Ricinus. Cotyledons were
soaked in a buffered medium (pH 4.6) containing 10uM SA. Medians * quartiles, n = 8.
B. Time course of SA concentration in xylem sap of Ricinus. Cotyledons were soaked in
a buffered medium at (pH 4.6) containing 100uM SA. Medians * quartiles, n = 8.
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metabolic turn-over of SA, only a part of SA molecules moving via the symplastic route can
probably reach the sieve tubes.

When cotyledons were incubating in an acidic solution (pH 4.6) in presence of SA at
10uM, the molecule quickly accumulated in the phloem sap. Its concentration increased
sharply for about 1.5h before reaching a rising plateau and was then about 10-fold that of the
incubation medium (Fig. 3A). Therefore in the further experiments, the sap was collected when
SA levels plateaued, ie from 2 to 4 hours after the beginning of cotyledon incubation. The
potential of phloem to accumulate exogenous SA is discussed thereafter.

In parallel, the presence of exogenous SA in the xylem sap collected from the basal part
of the hypocotyl was investigated. However during the first two hours of transport, SA concen-
tration was so low that it could not be quantified. Consequently, a complementary experiment
was done using cotyledon incubation solution with SA at 100xM. Under these conditions,
exogenous SA was clearly found in the xylem sap exudated by root pressure. Despite the pre-
caution to reduce phloem contamination (see material and methods), phloem contamination by
diffusion of SA molecules from the severed sieve tubes could not be discarded. However, time
courses of SA phloem and xylem loading were clearly different, xylem sap enrichment occur-
ring with a delay of about 1h (compare Fig. 3A and B, times 0.5, 1 and 1.5h). The highest SA
concentration found in the xylem sap exudated by root pressure was about one third that of the
incubation medium and about one thirtieth that of the phloem sap under our experimental con-
ditions. This indicates that part of SA molecules translocated in the phloem to the root is redis-
tributed to the foliage via the xylem. Our data contribute to explain why endogenous SA and
main SA metabolite concentrations remain very low in roots after pathogen inoculation of a
leaf in the middle part of tobacco and why endogenous SA accumulation may not be limited to
young leaves situated directly above the inoculated leaf (Shulaev et al, 1995). Similarly, 2,4-
dichlorophenoxyacetic acid (2,4D) exported from leaves in the middle part of broad bean
shows a lesser capacity to accumulate in the apical part of the root system comparatively to Lys
and particularly to e-(2,4-dichlorophenoxyacetyl)-L-Lys (2,4D-Lys), a synthetic conjugate
with an a-amino acid function , especially in short time experiments (6h) (Delétage-Grandon

et al, 2001).

131



Manuscrit a soumettre

Conceniration fodor
{95} HOODY

Figure 4. Concentration factor of SA (added to the incubation solution at 1, 10 or 100uM) in
phloem sap of Ricinus as a function of the pH of the incubation medium and percentage
of SA undissociated form at the interface apoplast / plasma membrane. The sap was col-
lected during the third and fourth hours of incubation. The concentration factor is the ratio
[SA] g / [SA] medium- RCOOH (%) is calculated using ACD Log D v 8.0 software.

Table 1. Ricinus phloem sap analysis after soaking cotyledons in a buffered solution (pH 5.0)
containing various compounds. Phloem sap collection started 2 hours after the beginning
of soaking and lasted 2 hours. Means = SE, n > 10, except for 3,5-dichlorobenzoic acid

(n=16)

Compounds Incubation medium Phloem sap
(M) (M)

Salicylic acid 1 11+1
Salicylic acid 10 79 £8
Salicylic acid 100 567 £ 57
3,5-Dichlorobenzoic acid 100 370 £ 84
2,4-D 100 700 + 10
[**C] Glyphosate 100 18+ 1
N-Carboxymethyl-3-cyano-4-
(2,3-dichlorophenyl) pyrrole 250 42 +7
[*C] Sucrose 100 2136 + 168
Phenylalanine 100 2192 + 27
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pH dependence of SA phloem loading

SA levels in the phloem sap was dependent on the pH of the incubation medium whatev-
er the SA concentration in this medium (1, 10 or 100xM) (Fig. 4). Higher concentrations could
not be used because of their toxic effect. The concentration factor in the phloem sap was the
highest (about 10-fold) at the most acidic value tested (pH 4.6) and the lowest (<1-fold) at alka-
line pH values. However SA phloem loading was not clearly related to the calculated percent-
age of the undissociated form of the molecule at the apoplast/plasma membrane interface. It
was higher than the values predicted by ACD Log D v 8.0 software from pH 5.5 to 8.0. At this
latter pH value, SA was in theory present only under its undissociated form, ie the non perme-
ant form through the phospholipidic layer. A residual uptake of SA and other monocarboxylic
acids at neutral and alkaline pH values was also mentionned in animal cells (Tsuji et al, 1990;
Simanjuntak et al, 1990; Takanaga et al, 1994). By contrast, data from systemicity tests using
the Ricinus system indicate that acidic derivatives of the fungicide fenpiclonil are taken up only

under their undissociated form in agreement with the ion-trap mechanism (Chollet et al, 2004).

Measurement of SA accumulation in the phloem sap and comparison with other
natural compound and xenobiotics

At pH 5.0, ie a pH value close to that of the phloem apoplast, at least in apolastic load-
ers (Delrot et al, 1980), SA concentration factor in the phloem sap varied from 6 to 11-fold
according to the SA levels (1, 10 and 100#M) in the incubation solution (Table I). These val-
ues were lower than those noted (21 or 22-fold) for sucrose and phenylalanine which are taken
up by specific carrier systems (Lemoine, 2000; Chen et al, 2001), much higher than those
reported (0.2-fold) for glyphosate (Delétage-Grandon et al, 2001) and acidic derivatives of fen-
piclonil (Chollet et al., 2004) but similar to that of 2,4D. Interestingly, phloem loading of this
phenoxyalkanecarboxylic acid includes two mechanisms, the ion-trap mechanism and a carri-
er mediated process (Kasai and Bayer, 1991; Chen et al, 2001). Finally, 3,5-dichlorobenzoic
acid, the most lipophilic compound among SA analogues tested in this work, was found to be
clearly phloem mobile (Fig. 5), contrary to the model predictions (Fig. 2). Its concentration in
the phloem sap was close to 4-fold that of the incubation medium (Table I). These data may
rise the hypothesis according to which this SA analogue, and consequently SA, are taken up by

a carrier system, in addition to the ion-trap mechanism already mentioned (Yalpani et al, 1991).
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Figure 5. HPLC profile of Ricinus phloem sap. Cotyledons were incubated in a buffered solu-
tion (pH 4.6) containing 10uM SA and 100uM 3,5-dichlorobenzoic acid.
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Figure 6. Competition experiment. Cotyledons were soaked in a buffered solution (pH 4.6)
containing 10uM SA and a mono- or di-carboxylic acid (A), amino acids or sucrose (B)
and SA analogues (C) at various concentration. The sap was collected during the third and
fourth hours of incubation. Medians * quartiles, 7 < n < 29; *: significant, P<0.05
(Kruskall-Wallis test); t: slightly toxic; T: highly toxic.
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Competition experiments

About fifty years ago, data from this kind of experiment were the starting point of an
alternative to the hypothesis that monocarboxylic acid drugs diffuse through the intestinal
brush-border membrane in the undissociated form (Brodie and Hogben, 1957). It was shown
that the pH-dependent transport of acetic acid, SA or nicotinic acid across intestinal brush-bor-
der membrane vesicles or Caco-2 cells is inhibited by various monocarboxylic acids. The inhi-
bition was the highest at the most acidic values tested. By contrast, dicarboxylic acids such as
succinic acid and acid amino acid do not affect monocarboxylic acid uptake (Tsuji et al, 1990;
Simanjuntak et al, 1990, Takanaga et al, 1994). It was concluded that the transport of mono-
carboxylic acid across the brush-border membrane results mainly in a proton-gradient depend-
ent carrier-mediated mechanism (Tsuji et al, 1990; Takanaga et al, 1994). Fourteen members of
the monocarboxylate cotransporter family are now identified in animal cells (Enerson and
Drewes, 2003). On this ground, the compounds we used as competitors of SA phloem loading
were monocarboxylic acids, a dicarboxylic acid, neutral and acid amino acids and sucrose.
Under our experimental conditions, succinic acid, L-aspartic acid, L-alanine and SA-Lys did
not affect significantly phloem loading of SA at 10uM (Fig. 6A and 6B). Similarly, L-ascorbic
acid which is translocated from source leaves to sink tissues via the phloem (Franceschi and
Tarlyn, 2002) did not clearly compete with SA (Fig. 6A). A marginal effect was noted with
100puM quinic acid and 1mM sucrose (Fig. 6A and 6B). A dramatic inhibition occurred with
valproic acid at ImM (Fig. 6A) but a slight sign of toxicity was noted at this concentration
(change in the color of phloem sap). Similarly, under our experimental conditions, the inhibi-
tion induced by 5-chlorosalicylic acid and 3,5-dichlorobenzoic acid seemed to be correlated at
least in part with a toxic effect of these chlorinated analogues. However, gallic acid from 50uM
to 1mM reduced SA phloem loading by about 25% respectively without any sign of toxicity
(Fig. 6C). These data suggest that some SA analogue may compete with SA for a plasma mem-
brane carrier system.

To make sure of the specificity of the effect of gallic acid on SA membrane transport,
complementary experiments were conducted with Ricinus cotyledon. During the third and
fourth hours of incubation, ie under similar condition to those of sap collection, “C-Sucrose

uptake was dramatically inhibited by 50uM of 5-chlorosalicylic acid but remained similar to
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Figure 7. Uptake of 100uM "“C-sucrose by Ricinus cotyledon during the third and fourth hours

of incubation (pH 4.6), in absence (control) or in presence of 50uM 5-chlorosalicylic acid
or 100uM gallic acid added at time 0. Medians + quartiles, n = 13.
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that of the control in presence of 100uM gallic acid (Fig. 7). This indicates that gallic acid does
not affect under our experimental conditions the transmembrane gradients (ApH and AW)
which energize or maintain solute uptake. Comparatively, the inhibition of SA phloem loading
in presence of 100uM gallic acid supports the hypothesis of a competition between the two aro-

matic monocarboxylic acids for a same carrier system.

MATERIAL AND METHODS

Plant material

Castor bean seeds (Ricinus communis L. cv Sanguineus), obtained from Ball-Ducrettet
(Margencel, France) were placed in humid cotton-wool for 24h at 27°C + 1°C prior to sowing

in wet vermiculite. Seedlings were grown in a humid atmosphere (80% + 5%) at 27°C + 1°C.

Sap collection and analysis

Six days after sowing, the endosperm of seedlings was carefully removed (Kallarackal
et al, 1989). The cotyledons were then incubated in buffer solution containing 0.25mM MgCl,
and 0.5mM CaCl,. The buffers used were MES (pH 5.0, 5.5 and 6.0) and HEPES 20mM (pH
4.6, 7.0 and 8.0). Buffers containing citrate could not be used at acidic pH due to their chelat-
ing effect toward Ca**. Due to the weak buffer properties of HEPES around pKa,; (3.55), the
stated pH value (4.6) was the mean of the initial pH of the incubation medium (pH 4.3) and
that measured at the end of the experiment (4.9 or 5.0). The buffer solution was complement-
ed with SA or/and another product as described in “Results and Discussion”.

At the end of the experiment, the hypocotyl was severed in the hook region. The phloem
sap and the xylem sap were collected from the upper part and the basal part of hypocotyl
respectively. Before, the basal section was gently wiped with absorbing paper in order to trap
some phloem sap from severed sieve-tubes and to minimize xylem sap contamination. The saps
were then analyzed immediately or were stored at —80°C until analysis.

Saps were analyzed by HPLC after dilution with pure water. We employed reverse-phase
chromatography using a Discovery C16 RP-amide column (length 250mm, internal diameter

4,6mm) (Supelco, Bellefonte, PA), eluting with water containing 0.1% trifluoroacetic acid and

137



138

Manuscrit a soumettre

acetonitrile (1:1) (flow 0.8 ml min') connected to a photodiode array detector (236 nm).
Results were processed with PC 1000 software v3.5 from Thermo Electron SA (Coutabeeuf,

France).

Uptake experiments

Ricinus cotyledons were floated on a preincubation medium buffered with 20mM
HEPES (pH 4.6) and containing 0.5mM CaCl,, and 0.25mM MgCl, without (control) or with
(treated sets) S0uM 5S-chlorosalicylic acid or 100uM gallic acid. After a 2 h-preincubation peri-
od, the cotyledons were incubated in the same solutions with 100uM ["“C]-sucrose. Incubation
was run under mild agitation on a reciprocal shaker at 27°C + 1°C. After a 2h-incubation peri-
od, the cotyledons were rinsed (three times for 2 min) in a solution similar to the preincubation
medium but without acidic compounds. Tissues were then digested during 15 hours at 55°C in
a mixture of perchloric acid (65% (w/w); 25uL.), hydrogen peroxide (33% (w/w); 50uL), and
Triton X-100 (1g L'; 50uL). After cooling to room temperature, samples were homogenized
and counted for radioactivity using 4mL of a water-miscible scintillation cocktail (Ecolite +
from ICN, Costa Mesa, CA, USA) with a Packard Tri-carb 1900TR (Packard Instruments,

Rungis, France).

Chemicals

The compounds to be added to incubation solutions were from Acros Organics France
(Noisy-le-Grand, France) (L-alanine, L-ascorbic acid, L-aspartic acid, 5-chlorosalicylic acid,
gallic acid, quinic acid, salicylic acid, succinic acid, valproic acid, 4-morpholinoethanesulfon-
ic acid [MES], 2-[4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazine]ethanesulfonic acid [HEPES]) or from
Sigma-Aldrich Chimie (St Quentin Fallavier, France) (3,5-dichlorobenzoic acid, sucrose,

sucrose-UL-"C).

Synthetic method

e-N-Salicyloyl-lysine (SA-Lys conjugate) was synthesized according to Moll and Stauff,
1985. L-lysine monohydrochloride (0.12mol, 21.92g) was dissolved in aqueous sodium
hydroxide (35%, 250mL). Next, phenyl salicylate (0.10mol, 21.42g) was added portionwise
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and the mixture was then stirred and warmed to 70°C for 2h. After cooling to 0°C, the mixture
was acidified (pH = 2) with sulfuric acid (2M). At room temperature, phenol was extracted
from the mixture with diethylether (200mL). After cooling to 5°C, the mixture was filtered on
a sintered disc filter funnel and the resulting powder was crystallized from water (500mL) and
dried under reduced pressure at 120°C with a Kugelrohr apparatus. e-N-Salicyloyl-lysine was
obtained as a white powder (mp 247-251°C) and its purity was verified using HPLC
(Discovery C16 RP-amide column 250 x 4.6mm [Supelco, Bellefonte, PA], eluting with ace-
tonitrile + water containing ImL L™ trifluoroacetic acid [22+78 by volume], flow 0.8mL min”,
RT: 6.9 min).

RMN "“C ( ppm, D,O + Na;PO,) : 25,4 (CO-NH-C-C-C); 31,4 (CO-NH-C-C); 36,8 (CO-
NH-C-C-C-(C); 41,5 (CONH-C); 58,6 (CH); 116,5; 124,7; 132,2; 136,3 (CH aromatiques);
121,1 (C-CO-NH); 171,5 et 173,1 (CO)

RMN 'H ( ppm, D,O + Na;PO,) : 1,3 - 1,8 (m, 6H, CO-N-C-(CH,);-); 3,31 (t,J 6Hz, 1H,
*CH); 3,35-3,45 (m, 2H, CO-N-CH,-); 4,95 (s, 20H, NH,); 6,6-7,9 (m, 4H, CH aromatiques).

Physicochemical properties
Physicochemical properties (pKa, LogP, percentage of non-dissociated form) of salicylic
acid and other ionisable molecules were calculated using ACD LogD v8.0 software from

Advanced Chemistry Development, Inc. (Toronto, Canada).

Statistics

Statistical tests were computed using StatXact v6.0 software from Cytel Software

Corporation, (Cambridge, MA, USA).
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« In particular, the discovery of fungicides that are translocated downward in the
phloem to control root-invading pathogens is sorely needed » (Edgington, 1981); «Further
improvement in the efficiency of disease control, particularly of root and vascular diseases
but also of fungi infecting new growth, could be achieved with the use of fungicides mobi-
le in the phloem of plants » (Smith et al, 1995).

Ces propos soulignent I'intérét de disposer de fongicides a systémie phloémienne
pour faire face a des problemes spécifiques rencontrés en phytopathologie et révélent en
méme temps I’absence de progres dans ce domaine. Ils attirent aussi attention sur la néces-
sité d’y insérer des bases fondamentales. C’est ce constat qui a orienté nos recherches.

Notre travail a permis de dégager les points suivants :

LE LOGICIEL ACD LoGD, LES MODELES DE KLEIER ET DE BROMILOW ET LE
MODELE VEGETAL RICIN: TROIS OUTILS COMPLEMENTAIRES POUR LA PREDIC-
TION ET L’EVALUATION DE LA SYSTEMIE LIBERIENNE DES XENOBIONTES

Evaluer précisément la mobilité phloémienne des xénobiontes n’est pas considéré
comme chose facile. Au cours de notre travail, nous avons mis en place une stratégie de pré-
diction et d’évaluation de la systémie phloémienne en utilisant trois outils complémen-
taires et qui constituent le fondement méthodologique de notre travail :

e Le logiciel ACD log D suite (actuellement en version 8.0) qui permet de détermi-
ner, pour les composés ionisables, le coefficient de partage octanol/eau en fonction du pH
(log D). 11 est également aisé de déterminer, pour un pH donné, le pourcentage de forme
dissociée ou non de la molécule étudiée, et ce pour une interface milieu organique/milieu
aqueux simulant une membrane biologique et son environnement extérieur. Nous avons
ainsi pu établir, pour les dérivés acides du fenpiclonil, de bonnes corrélations entre le pour-
centage de forme non ionisée d’'une molécule a un pH donné et la quantité de cette der-
niere pénétrant par diffusion dans le phloeme. Le fait que cette corrélation soit moins
bonne pour I’acide salicylique semble en accord avec notre hypothese selon laquelle son
chargement phloémien n’est pas dfi uniquement au mécanisme de piégeage d’acide.

¢ Nous avons employé deux modeles prédictifs de la mobilité des xénobiontes dans
la plante. Ces deux modeles utilisent les propriétés physico-chimiques de molécules ioni-
sables (coefficient de partage octanol/eau de la forme neutre (log K,,,) et coefficient de dis-
sociation dans I’eau (pKa)). Le modele de Bromilow, basé sur des faits expérimentaux, est
complémentaire du modele de Kleier qui résulte de calculs mathématiques prenant en

compte divers parametres structuraux et physicochimiques des tissus conducteurs et des
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membranes, ainsi que la taille des plantes étudiées. Bien que de conception tres différente,
ces deux modeles amenent a des prédictions sensiblement identiques. En reportant, sur ces
modeles, les parametres log K, et pKa estimés grace au logiciel ACD log D suite, nous pou-
vons prédire par exemple si une molécule ionisable a la possibilité de pénétrer dans le
phloeme par un processus de diffusion ou si elle n’est que xyléme mobile. Il faut noter tou-
tefois que ces deux modeles ne s’adressent pas a un franchissement de la membrane plas-
mique par des transporteurs. A cet égard, ’absence de convergence entre les prédictions de
faible mobilité réduite au xyleme de I’acide 3,5-dichlorobenzoique et son accumulation
mesurée dans le phloeme a retenu particulierement notre attention.

¢ Le modzele ricin que nous avons adapté a ’étude de la systémie des xénobiontes
permet ensuite de quantifier ’aptitude d’une molécule a pénétrer dans le phloeme et par
la méme d’effectuer la quantification de la systémie phloémienne. Il permet aussi d’évaluer
I’ambimobilité des molécules puisqu’on peut collecter séparément et facilement la seve
xylémienne et la seve phloémienne. Ces seves peuvent ensuite €tre injectées directement
dans un chromatographe apres une simple dilution dans I’eau et sans effectuer I’étape de
purification d’échantillon toujours longue et parfois cofiteuse. Un autre avantage de ce
modele (qui est opérationnel apres 6 jours de culture) est que 'on peut étudier en méme
temps, dans certains cas, la systémie et le métabolisme d’une molécule (scission hydroly-

tique des conjugués xénobiontes-acides aminés) (Fig 1).

Transporteurs
Apoplaste de sucres
X-AA PH = 5,0 Saccharose
H* H
ATP
X-AA—>X + AA
Symplaste o
B oH-s0 Save oo
FCOOH ® FCOOH =™ FCcoo "+ H* R
,‘ L H™+ASCOO" g=— ASCOOH
FCOO ~ (S
v
? H H*
ASCOO ——— ASCOOH AA
+ Transporteurs
HY d’aminoacides

Figure 1. Mécanismes de I'influx, dans le complexe conducteur du phloeme, de xénobiontes et de

molécules naturelles impliquées dans la défense des plantes. F: fenpiclonil; X-AA: conjugué xéno-

bionte-acide aminé (X : acides phénoxyalcanecarboxyliques, alcool triazolique); AS: acide salicylique
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PEUT-ON RESOUDRE L’INCOMPATIBILITE ENTRE ACTIVITE BIOLOGIQUE ET SYS-
TEMIE PHLOEMIENNE ?

Il s’agit d’'une question soulevée a maintes reprises, notamment par Kleier et al.
(1998). On a déja eu l'occasion de souligner que les rares tentatives connues de modifica-
tions de fongicides pour leur conférer la systémie phloémienne s’étaient soldées par des
échecsou des demi-échecs: la plupart du temps, les molécules obtenues étaient certes
mobiles mais avaient perdu leurs propriétés fongicides ou alors elles conservaient une
bonne activité biologique mais la mobilité obtenue était décevante. Activité biologique et
systémie semblent difficiles a concilier. Dans ce travail, nous avons montré qu’il était pos-
sible de conserver les propriétés antifongiques de la molécule initiale tout en conférant une
bonne mobilité phloémienne a une structure qui au départ en était totalement dépourvue,

ceci en misant sur la stratégie profongicide.

L’APPROCHE PROFONGICIDE PHLOEME MOBILE, UNE STRATEGIE A DEVELOPPER
CHEZ LA PLANTE

Les prodrogues sont depuis longtemps utilisées dans le domaine médical. Un
exemple classique est celui de la pivampicilline ou de la bacampicilline qui sont des proan-
tibiotiques stables dans le milieu acide stomacal et qui libérent ensuite dans le sang I’anti-
biotique actif, a savoir ’ampicilline. En revanche, cette approche n’a pratiquement pas été
développée pour la mise au point de fongicides phloéme mobiles. A Popposé de notre
démarche, le fosétyl-Al, un activateur indirect des réactions de défense, est I'un des abou-
tissements particulierement heureux de la méthode de synthese en aveugle.

Nous avons opté pour la stratégie des profongicides a systémie phloémienne avec
les dérivés acides N-substitués du fenpiclonil sur la base des travaux de Nyfeler et
Ackerman (1992). Toutefois, il convient maintenant de préciser si le N-(1-carboxyethyl)-3-
cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole est réellement un profongicide phloéme mobile ou un
fongicide maintenant nanti de cette propriété.

Nous avons montré qu’une telle approche peut étre développée chez la plante, avec
les associations de type pesticide-acide aminé. Les conjugués étudiés sont de taille et de lipo-
philie variables mais cela n’entrave pas le franchissement de la membrane plasmique et leur
transport a longue distance dans le phloéme. En effet, les conjugués sont tous, a des degrés
divers, manipulés et transportés par des perméases du plasmalemme. En revanche, les

enzymes qui assurent la scission de ces conjugués pour libérer le produit initial sont relati-
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vement spécifiques. Il faudra donc en tenir compte pour la conception de futures molé-
cules. Dans I’état actuel de nos connaissances, ’enchatnement aryl-O-CH,-CO-NH-CH.-
semble favorable a la scission enzymatique. L’exemple du conjugué alcool triazolique-acide
aspartique montre, par ailleurs, que ce conjugué est aisément scindé suite a une activité

estérasique.

LES FONGICIDES ET LES CONJUGUES QUE NOUS AVONS SYNTHETISES, AINSI QUE
LES ACTIVATEURS DE DEFENSE ETUDIES PENETRENT DANS LE PHLOEME SELON
DIVERSES VOIES

Une des principales étapes limitantes pour ’obtention de xénobiontes mobiles dans
le phloeme est le franchissement de la membrane plasmique en particulier celle du com-
plexe cellule compagne-cellule criblée. Nous avons montré, dans ce travail, que plusieurs
voies peuvent €tre empruntées:

e Les molécules comportant une fonction acide carboxylique dans leur structure (les
dérivés du fenpiclonil que nous avons synthétisés) franchissent la membrane plasmique
grace a un processus de diffusion. Ils demeurent ensuite dans le phloeme par le mécanisme
de piégeage d’acide et sont entrainés par le courant de seve phloémienne (Fig. 1).

¢ Nous avons également mis en évidence que la synthese de molécules leurrant les
perméases qui reconnaissent la fonction a-aminoacide était une stratégie tout a fait envisa-
geable pour le franchissement de la membrane plasmique du complexe conducteur (Fig. 1).
Le fait le plus remarquable est que tous les conjugués synthétisés sont manipulés, certes a
des degrés divers, par des transporteurs. Il nous reste a préciser le type de perméases impli-
qué. Les effets compétiteurs observés entre les acides aminés aromatiques et certains de nos
conjugués suggerent que ces diverses molécules sont manipulées par les mémes perméases.
Pour préciser ce point, ce travail sera poursuivi en étudiant ’absorption de conjugués tri-
tiés par des mutants de levure exprimant le transporteur ANT1 responsable de ’accumu-
lation des acides aminés aromatiques.

e Les médicaments acides (dont I’aspirine), de structure et de masse moléculaire tres
variables, sont manipulés dans la cellule animale par des transporteurs d’acides monocar-
boxyliques. Ceci nous a conduit a nous intéresser au transport de I’acide salicylique, une
molécule signal importante impliquée dans la mise en place de la résistance systémique
acquise. De plus, des analogues de synthese sont utilisés pour la protection des cultures. Les
propriétés physicochimiques de I’AS sont certes compatibles avec une bonne systémie
phloémienne via le mécanisme de piégeage d’acides (Yalpani et al,, 1991) (Fig 1). Toutefois,
outre les deux points rappelés a I'instant (I’absence de corrélation entre le pourcentage de
forme non dissociée de I’AS et la systémie phloémienne aux pH proches de la neutralité; la

discordance entre les prédictions de non-mobilité et le constat d’'une mobilité phloémien-
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ne avérée d’un analogue de I’AS), I'effet compétiteur de I’acide gallique (molécule non phy-
totoxique a la dose utilisée) sur 'influx de I’AS dans le phloeme suggere que cette dernie-
re molécule pénetre aussi dans le complexe conducteur via un systéme de transporteurs

(Fig 1). Cette hypothese mérite évidemment d’étre examinée.
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Résumé

L’agriculture a besoin de fongicides ayant la propriété d’étre transportés par le phloeme pour
contrdler des pathogenes vasculaires et racinaires. Jusqu’a présent, les tentatives de modulation
structurale de fongicides pour les rendre phloéme mobiles ont généralement eu comme consé-
quence une perte d’activité biologique.

La premiere approche de notre travail reprend la stratégie utilisée avec succes pour le déve-
loppement d’herbicides auxiniques. Nous avons choisi comme molécule modele le fenpiclonil en
raison de la possibilité d’ajouter un groupe acide carboxylique en divers sites de la molécule. 'un
de ces dérivés, le N-(1-carboxyéthyl)-3-cyano-4-(2,3-dichlorophényl)pyrrole posséde une mobilité
phloémienne modérée et montre une activité fongicide contre une souche d’Eutypa lata compara-
ble a celle du fenpiclonil.

La deuxieme stratégie a consisté a synthétiser des propesticides mobiles dans le phloeéme en
greffant un acide aminé a divers xénobiontes ou a des composés naturels impliqués dans la défense
des plantes. Ces conjugués avec une fonction a-aminoacide sont manipulés par des perméases de la
membrane plasmique et sont nettement phloeéme mobiles. Toutefois, les enzymes qui peuvent libé-
rer le composé initial peuvent étre plus spécifiques que le systeme de transport.

Enfin, la capacité du phloéme de ricin a charger I’acide salicylique (AS) a été étudiée pour
deux raisons : 1- ’AS est une molécule signal importante impliquée dans la résistance systémique
acquise 2- dans les cellules animales, ’AS est manipulé par un syst¢eme de transport qui manipule
aussi des médicaments de taille importante. U'AS s’accumule fortement dans le phloeme et est ambi-
mobile. Quelques résultats conduisent a ’hypothese de I'intervention d’un systeme de transpor-
teurs dépendant du pH et contribuant au chargement phloémien de I’AS, outre le phénomene de
piégeage d’acide.

Mots clés : systémie, phloéme, Eutypa lata, Ricinus communis, phénylpyrrole, fenpiclonil,
conjugués xénobionte - a-aminoacide, acide salicylique

Summary

The development of fungicides that are translocated in the phloem to control root and vascu-
lar diseases has long been needed. Attempts to derivatize fungicides to make them phloem mobile
have generally had the discouraging consequence of decreasing or suppre ssing their biological activity.

In this work, the first approach to this problem was similar to the successful strategy used in
the development of acidic herbicides. The fungicide fenpiclonil was used as a model molecule
because of the possibilities of adding a carboxyl group at various sites on the benzene or pyrrole
rings. One of these derivatives, N-(1-carboxyethyl)-3-cyano-4-(2,3-dichlorophenyl)pyrrole exhibits a
moderate phloem mobility and a fungicidal activity against a strain of Eutypa lata comparable to
that of the parent compound.

The second strategy was to synthesize phloem mobile propesticides by adding an amino acid
to various xenobiotics or natural compounds involved in plant defense. These conjugates, with an
o-amino acid function, are translocated by plasma membrane permeases and clearly move in the
phloem. However, the enzymes which may release the parent compounds may be more specific than
the carrier system.

Finally, the capacity of Ricinus phloem to load salicylic acid (SA) was investigated for two
motives: 1- SA is an important signal molecule involved in the acquired systemic resistance in
plants, 2- in animal cells, SA is manipulated by a carrier system which also translocates drugs of larg-
er size. SA strongly accumulates in the phloem and is ambimobile. In addition to the ion trap mech-
anism, some data rise the hypothesis of a pH dependent carrier system involved in SA phloem loading.

Keywords: systemicity, phloem, Eutypa lata, Ricinus communis, phenylpyrrole, fenpiclonil,
xenobiotic - a-amino acid conjugates, salicylic acid
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