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Résumé.— Des alkyl-bis-phényl éthers ont été isolés et carac-
térisés pour la premiere fois en tant que phytoalexines a partir de
feuilles d’arachide infectées par Puccinia arachidis. 1.’extraction, la
purification, la caractérisation et 1’activité fongitoxique in vitro de
ces composés sont décrits et leur rdle éventuel dans la résistance de
I’hé6te contre la rouille est discuté.
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gaea, interactions hote-parasite, mécanismes de défense, Puccinia arachi-
dis, phytoalexines, résistance, rouille. ' -

INTRODUCTION

Puccinia. arachidis, agent pathogéne de la rouille de I’a-
rachide (Arachis hypogaea), est prédominant dans de nom-
breuses régions arachidiéres du monde et peut causer 50 %
de pertes de rendement dans les conditions de culture tradi-
tionnelles (Subrahmanyam et McDonald, 1983 ; Savary et
al., 1988), et jusqu’a 79 % de pertes en cas d’épidémie pro-
voquée (Mayee et Baheti, 1983). Parmi les méthodes de lutte
disponibles contre cette maladie, la lutte génétique apporte
une solution efficace et constitue une formule particuligre-
ment adaptée pour les pays en voie de développement. De

nombreuses variétés résistantes a la rouille ont été caracté-

lisées grace aux efforts de plusieurs équipes de chercheurs
dans le monde entier, mais les mécanismes de résistance res-
tent, & ce jour, encore peu connus.

Les recherches réalisées depuis 15 ans ont permis de dé- .

teler des phytoalexines phénoliques - stilbénes (Aguamah et
al.,1981; Keen, 1975 ; Keen et Ingham, 1976) et ptérocarpanes
(Strange ez al., 1985) - ou de nature lipidique (Subba Rao ez al.,
1988, 1990). Dans cette note, nous présentons 'isolement, la
burification, la caractérisation et 1’activité fongitoxique in
Vitro d’une nouvelle famille de phytoalexines produites par

Summary— Alkyl bis phenyl ethers were isolated as phyto-
alexins for the first time from groundnut leaves infected with
Puccinia arachidis. Extraction, purification, characterisation and
in vitro antifungal activity of these compounds are described and
their possible role in the host defence against rist infection is dis-
cussed. T ’ o
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INTRODUCTION

Puccinia arachidis, causal agent of rust disease of ground-
nut (Arachis hypogaea) is a major foliar pathogen in several
groundnut producing regions in the world. Yield losses due
to rust could attain up to 50 % in farmers’ fields (Subrah-
manyam and McDonald, 1983; Savary et al., 1988) and up
0 79 % in case of artificial epidemics (Mayee and Baheti,
1983). Among various disease control measures available,
use of resistant varieties is an efficient and better adopted
one particularly to the developing countries. Several rust-
resistant genotypes have so far been identified, thanks to the
efforts of various scientists around the world. On the other
hand, information available on the host resistance mecha-
nisms, even today, is very limited.

Research carried out during the past 15 years led to the iden-
tification of phenolic phytoalexins, namely stilbenes (Aguamah -
etal., 1981; Keen, 1975, Keen and Ingham, 1976) and pte-
rocarpans (Strange et al., 1985) or phytoalexins of lipid nature
(Subba Rao et-al., 1988, 1990). In this paper, we describe iso-
lation, purification, identification and the in vitro antifungal
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- 1’arachide en réponse 2 I’infection par P. arachidisv:vles\ al-
. kyl-bis-phényl éthers. .

MATERIEL ET METHODES

e Matériel végétal

Toutes les extractions sont effectudes a partir de feuilles
d’arachide d’une variété locale de type spanish - soit saines,
soit infectées naturellement par P. arachidis - prélevées au
champ dans une culture dgée de deux mois (parcelles paysan-
nales proches d’ Abidjan, en Cote-d’Ivoire).

» Extraction

L’extraction des composés recherchés est effectuée par
broyage des feuilles dans du méthanol & 50 % & raison de
7,5 ml/g de tissus frais (broyeur Omnimixer, Sorvall). Les
extraits méthanoliques sont mis & macérer & température am-
biante et 4 I’obscurité pendant 48 heures puis filtrés sur verre
fritt€ n°1. Les filtrats sont concentrés au quart de leur vo-
lume par évaporation sous vide 2 40°C (évaporateur Biichi)
et centrifugés (10 min. 2 15.000 g ; centrifugeuse RC 2-B,
Sorvall). Ce surnageant est soumis & une extraction différen-
tielle par du n-hexane (cet extrait est appelé "phase Hx"). La
phase aqueuse a été ensuite réextraite trois fois par I'acétate
d’éthyle (phase EtoAc). Les alkyl-bis-phényl éthers ont'été
détectés aprés purification par chromatographie sur couche
mince (CCM) de silice (60 Fas4 ; 0,25 mm d’épaisseur,
Merck, France) dans le systéme chloroforme : méthanol

—(CIf-MeOH)dans-lesproportions-50:02-(V/V)-Larévéla-
tion a été réalisée par pulvérisation d une solution saturée de
chlorure d’antimoine (SbCl3) dans du chloroforme puis par
chauffage 2 120°C pendant 10 min. A chaque étape de la pu-
rification, Iactivité fongitoxique a été contrdlée par le "test
Cladosporium" décrit précédemment (Subba Rao ez al., 1988).

o Purification

Les tests "Cladosporium” ayant moniré que les composés
recherchés étaient extraits de la phase aqueuse par ’acétate
d’éthyle, la purification a été poursuivie a partir de cette

. phase. Aprés concentration 2 environ 5 ml, celle-ci est dépo-
sée sur une colonne atmosphérique de silice [Longueur (L)
= 60 cm; Diamétre (Dia) = 1,5 cm]. L’élution est faite en
deux étapes : d’abord par le systéme CIf : MeOH 50:01
(V/V) puis par le- méme mélange dans les proportions 50:10
(V/V) (débit 1 ml/min). La Densité Optique (DO) des frac-
tions recueillies est mesurée & 280 et 4 311 nm. La fraction
contenant 1’activité fongitoxique est concentrée puis puri-
fiée par Chromatographie Liquide & Haute Performance
(CLHP) sur une colonne de silice (5u ; L = 30 cm; Dia=0,95
cm) ; la colonne est éluée par un gradient d’un mélange
Hx:MeOH dont les proportions varient de 100:0 & 70:30
(V/V). La purification est poursuivie en CLHP sur colonne
de silice greffée en C1g (51 ; L = 30 cm; Dia = 0,95 cm) ;
I’élution est effectuée par un gradient d’un mélange ternaire
(MeOH : H20 : CH3COOH) allant de 50:50:01 & 99:0:01
(V/V)). Dans les deux cas, le gradient est réalis€ en 20 min.
pour un débit de 1 ml/min.

e Caractérisation

La fraction purifiée a été soumise 2 une chromatographie
en phase gazeuse (CG, Carlo Erba Fractovap 2900); WC OT
colonne capillaire, L =25 m ; Dia= 0,22 mm ID; HP5 (Hew-
lett Packard); la température de la colonne variant entre 180
et 250°C 2 raison de 2°C par min. ou 2 une chromatographie
en phase gazeuse couplée & un spectrométre de masse (CG-
SM) (Nermag R10-10 C piloté par ordinateur; conditions de
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activity of a new fdmily of bhytoalexins, the alkyl bis Pheny]
ethers produced in responsé to infection by Puccinia arachidig

MATERIALS AND METHODS

e Plant materiaf

Groundnut leaves either heathly or infected by P.arachj-
dis, used for phytoalexin extraction were collected from
rust-infected plants of a two-month-old local Spanish varie.

ty grown in the farmers fields near Abidjan, Céte-d’ Ivoire,

e Extraction

Phytoalexins were extracted by grinding (Sorvall Omni-
mixer 230, USA) the leaves in 50 % methanol (MeOH) (@
7.5 mllg fresh weight) in water (H20) after a thorough wash
in distilled water. Methanolic extracts were left to diffuse in
dark at room-temperature for 48 hrs and filtered through
glass filter No.1. Filtered extracts were concentrated to 114
volume at 40°C using a rotatory evaporator (Biichi, Switzer-
land) and were centrifuged for 10 min. at 15,000 g (RC 2-B,
Sorvall, U.S.A). The supernatant was extracted thrice with
n-hexane (the phase was called Hx-phase) and the aqueous
phase was further extracted thrice with ethyl acetate (and
this phase was-called EtOAc-phase).-Alkyl bis phenyl ethers
were separated on TLC plates (Silica Gel, 0.25 mm thick, 60
Fosa; Merck, France) using a mixture of chloroform (CIf)
and MeOH (50:02 VIV) as solvent system. Presence of these
compounds was detected on TLC plates after separation, by
spraying saturated solution of antimony chloride (SbCl3) in
Clf and heating at 120°C for 10 min. At each step of the pu-
rification process, antifungal activity of the compounds se-
parated was tested using "Cladosporium fest” as previously
described (Subba Rao et al., 1988).

e Purification

Following the indications by "Cladosporium tests” that
the antifungal compounds under study were extracted by EtOAc
from the aqueous phase, further purification was carried out
on the EtOAc phase. EtOAc phase was concentrated to 5 ml
and was separated on an atmospheric silica column [Length
(L): 60 cm; Diameter (Dia): 1.5 cm]. Clf and MeOH were used
as the solvent system in the proportions, 50:01 VIV followed
by 50:10 VIV, with a flow rate of I mi/min. The Optical Den-
sity (OD) of the fractions collected was measured at 280 and
311 nm. The fraction containing the antifungal compound
was concentrated and further chromatographed on a HPLC
column (Silica gel Su; L : 30 cm; Dia : 0.95 cm) using @
MeOH gradient in Hx at varying proportions from 100:0 10
70:30 VIV. The purification was continued further, by sepé-
rating the compounds under study, on another HPLC co-

. lumn, Silica C18 (Su; L : 30 cm; Dia : 0.95 cm). The eluting

system used was MeOH : H20 : CHsCOOH in proportions
varying from 50:50:01 to 99:0:01 V/V. In both the chromd
tographies, solvent gradient was established in 20 min. wit
a flow rate of 1 mi/min.

e Characterisation .

The purified fractions were subjected to a Gas Chromato:
graphy (GC) [(Carlo Erba Fractovap 2900); WC OT capit
lary column; L : 25 m; Internal Dia : 0.32 mm; HPS (Hewle!
Packard); temperature of the column varied between I
and 250°C at the rate of 2°C/min.] or a gas chromatograpt
coupled with a Mass Spectrometer (MS) (Nermag RIO-10
monitored by a computer). GC conditions: L : 25 m; Inter nal
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CG : colonne capillajre, L = 25 m; Dia = 0,32 mm ID, CP

“Wax 57CB WC OT; température variant de 140 & 250°C &
raison de 10°C par min.). Les études sont confortées par le
couplage de deux spectrométres de masse (SM-SM) pour1’a-
nalyse des principaux ions. Cette analyse a été réalisée 2
’aide d’un triple quadripole sur spectrométre Nermag R30-
10 C. L’ion m/z = 94 étant sélectionné par le premier analy-
seur conduit & un spectre de décomposition - sous collision
en présence d’argon - identique & celui généré par 1’ion mo-
léculaire du phénol.

TEST IN VITRO DE L’ACTIVITE FONGITOXIQUE

s Test "Cladosporium™

Ce test est réalisé sur les plaques de silice aprés séparation
par CCM selon Jes méthodes décrites antérieurement (Subba
Rao et al., 1988).

o Test d’inhibition de la germination et de la
croissance du tube germinatif des urédospores
de P. arachidis, in vitro

Les méthodes employées sont essentiellement celles dé-
crites par Subba Rao ez al., (1988, 1990). Les observations

ont été réalisées au microscope (Olympus) sur deux séries -

d’échantillons : d’une part, des spores en suspension dans les

milienx comportant des concentrations croissantes.de phy- -

toalexines, d’autre part, une suspension de spores dans un
milieu-témoin ne comportant pas d’extrait mais des volumes
équivalents de solvant (de 0,25 & 15% d’éthanol absolu). Un
"témoin général” est également réalisé dans lequel le solvant
est remplacé par de 1’eau afin d’évaluer 1’aptitude germina-
tive de chaque ot de spores et d’en déduire I’effet de I’étha-
nol. Pour chaque concentration et pour chacune des six
répétitions, les observations ont concerné environ 400
spores pour I’inhibition de la germination et quatre répéti-
tions & raison de 13 spores par répétition pour la croissance
du'tube germinatif. Les résultats sont exprimés en pourcen-
tage d’inhibition par rapport aux deux témoins. .

RESULTATS

Parmi les substances inhibitrices élaborées contre le Puc-
tinia arachidis apres inoculation expérimentale, un groupe
de produits, jusqu’alors inconnus, présente les caractéristi-
ques chromatographiques ci-dessous:

— en CCM sur plaque de silice, avec le mélange CIf-
MeOH (50:02) pour éluant, Rf = 0,22 ;

— en CLHP sur colonne de silice (L =30 ¢cm ; Dia=0,95

cm), éluée au débit de 1 ml/min. successivement par
I’hexane puis par un gradient d’acétate d’éthyle - de
0 2 30% - dans I'hexane, le temps de rétention est de
55 min.

Ces substances sont colorées en jaune par le SbCl3z aprés,

chauffage & 120°C pendant 10 minutes.

D’apres les études de spectrométrie de masse, leur struc-
ture est du type phényl-O-(CHz),-O-phényl, comportant une
thalne aliphatique de longueur variable. Ces substances se
Caractérisent, en impact €lectronique, par un pic de base a
/z = 94. Les ions les plus caractéristiques correspondent
/z = 85, 83, 71, 69, 57, 55, 43, 41. Certains ions sont dé-
Celés sous forme de traces 2 m/z = 182 et 196 ou 168, 210.
Dans le mode d’jonisation de champ par1’ammoniac des pics
demasse M + 18 correspondent aux ions 358,372 et 386. Les
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Dia : 032 mm, CP Wax 57CB WC OT, temperature ranging
from 140 to 250°C at the rate of 10°C/min.

Analysis of the principal ions was facilitated by coupling two
Mass spectrometers (MS-MS) and was carried out with the help
of a triple quadripole on the Mass spectrometer Nermag R30-
10 C. The ion m/z = 94 being selected on the first analyser,
permitted to obtain, under collision in presence of argon, a
decomposition spectrum, which was identical to the one ge-
nerated by the phenol molecular ion.

IN VITRO TESTS FOR ANTIFUNGAL ACTIVITY

s "Cladosporium"” fest

The antifungal activity of the compounds was tested on
TLC plates as described previously (Subba Rao et al., 1988).

o In vitro inhibition of urediniospore germination
and germ tube growth of P. arachidis

The testing procedure was similar to the one described by
Subba Rao et al., (1988, 1990). Observations were made using
an Olympus microscope on two series of samples. In the first
series, spore suspensions contained increasing concentra-

tions of the phytoalexins (dissolved in absolute ethanol),

while in the second one, the spore suspensions did not
contain phytoalexins but, equivalent quantities of the solvent
(0.25 to 15 % absolute ethanol). A "general control”, in
which the solvent was replaced by water was also included
in the experimentation in order to estimate the effect of sol-
vent (absolute ethanol) alone, on the spore germination and
on germ tube growth. Around 400 spores per replication were
observed for estimating the effect of each of the phytoalexin
concentrations on the spore germination, which were repli-
cated six times, while, 13 spores per replication and four re-
plications per concenirations were considered for evaluating
the phytoalexin effect on the germ tube growth. The results are
expressed in percentage of inhibition calculated with reference
to each of the controls, i.e., absolute ethanol and water.

RESULTS

Among the antifungal compounds produced by groundnut
plants following artificial inoculations with P. arachidis, a
group of compounds, so far not reported, possess the follo-

wing chromatographic characters:

— Rf=0.22inCIlf:MeOH (50:02 V/V) as eluting system;

— retention time was 55 min. on a HPLC column (Silica
gel; L =30 cm; Dia : 0.95 cm) when eluted by hexane
" followed by a gradient of ethyl acetate in hexane, from

0 to 30 %, with a flow rate of 1 mi/min.

These compounds turn yellow by SbCls after heating at
120°C for 10 min.

Mass spectrometric studies show that the structure of
these compounds is of the type, phenyl-O-(CHz)n-O-phenyl,
with an aliphatic chain of varying lengths. Under electronic
impact, the base peak was observed at miz = 94 and the
characteristic ions at m/iz = 85, 83, 71, 69, 57, 55, 43, 41
while, certain ions were found in traces at miz = 182 and 196
or 168, 210. In the chemical ionization by ammonia, the
mass peaks M + 18 correspond to the ions 358,372 and 386.
The molecular weights were further confirmed using nitro-
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masses moléculaires sont confirmées par des spectres établis
en ionisation de champ avec le monoxyde d’azote qui inter-
agit avec les éthers et les noyaux phénoliques.

Les produits d’hydrogénation catalytique, & température
ambiante et en présence d’oxyde de platine dans le méthanol,
ne sont pas détectables. Ceci exclut I’hypothése de la pré-
sence d’une substance trés polaire. De méme, l’existence
d’une chafne linéaire polyinsaturée n’est pas compatible avec
les résultats des réactions d’époxydation et d’ozonolyse.

La présence du pic de base & m/z = 94 correspond a la for-
mation en phase gazeuse d’un ion phénol dans la source, dé-
montrée par couplage SM-SM. L’ion m/z = 94, sélectionné
par le premier analyseur, conduit 2 un spectre de décompo-
sition, sous collision en présence d’argon, caractérisé par les
ions m/z 66, 65, 55, 39, 38, 27 identique 2 celui généré par
I"ion moléculaire du phénol (Fig. 1).

D’autre part, en SM - SM, les spectres de collision des ions
pseudomoléculaires m/z 358 et 372 en ionisation de champ
par I’ammoniac confirment la présence d’une chaine hydro-
carbonée. La figure 2 représente le spectre de collision de
I’ion m/z 372 avec des ions intenses 3 m/z 57, 71, 85 carac-
téristiques d’un maillon hydrocarboné & longue chaine.

La structure la plus compatible avec les masses moléculaires
de M+ = 340, 354, et 368 du type phényl-O-(CH2)n-O-phényl
(Fig. 3) correspond a une chaine aliphatique comportant respec-
tivement 11, 12 ou 13 atomes de carbone. Enfin, les analyses
en CG-SM indiquent la présence de plusieurs isoméres pour
une méme masse moléculaire. Ceux-ci peuvent comrespondre
ala présence d’une ou de plusieurs ramifications du maillon
hydrocarboné.

Propriétés_biologiques-

Les tests d’inhibition in vitro de la germination et de la
croissance du tube germinatif des urédospores de P. arachi-
dis ont été réalisés pour des concentrations variant entre 5 et
300 pg/ml, soit de 1,4 X 10-2 & 86 x 10-2 mM. L’éthanol aux
concentrations de 2,5 2 150 pl/ml influe différemment surla
germination des spores et sur la croissance des tubes germi-
natifs (Fig. 4 et Tabl. T).

Lafigure 4 récapitule I'inhibition de la germination de spores
de P. arachidis pour une incubation de 3 heures 2 1’obscurité et
4 la température de 25°C. Cette inhibition n’est pas proportion-
nelle 4 la concentration d’alkyl-bis-phényl éthers. La dose 1é-
tale (DL) 50 pour la germination des spores est de I’ordre de
40 pg/ml (12 x-10-2 mM), la dose 1étale 90 correspondant
200 pg/ml (6 x 10-1 mM). L’élongation des tubes germinatifs
de spores de P. arachidis apparait plus sensible & ’action de
la phytoalexine. En effet, dés la concentration de 10 pg/ml
s’observe une réduction de croissance de l"ordre de 47 %
(Tabl.l). Paradoxalement, 1’augmentation des concentra-
tions de I’inhibiteur influe pen sur I'évolution des tubes ger-
minatifs au cours d’une période de 3 heures a 25°C. La
répétition des expériences tend 2 indiquer qu’il ne s’agit pas
d’un artefact. L’incidence de la concentration en inhibiteur
sur ce second processus pourrait &tre limitée, soit par ’en-
combrement stérique des alkyl-bis-phényl éthers limitant
1’accés & leur cible, soit par une modification de perméabilité
membranaire chez le parasite semblable 2 celle décrite chez
le Nectria haematococca pour le pisatine (Denny et Van Et-
ten, 1983).

DISCUSSION ET CONCLUSION

De nombreuses études antérieures réalisées sur la capacité
de I’arachide & produire des phytoalexines, en réponse a I'in-

fection parasitaire, avaient conduit 2 I'identification de deux fa- .

milles de composés : les stilbénes et les ptérocarpanes
(Aguamazh ef al., 1981 ; Ingham, 1976 ; Keen, 1975 ; Keen
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gen monoxide which reacts with ethers and the phenolic ny,.
clei.

The compounds of catalytic hydrogenation were not g.
tected at room temperatures in presence of platinum oxide,
These. results ruled out the existence of highly polg
compounds. Similarly, presence of a polyunsaturated lineqy
chain was also ruled out based on the epoxidation and oz,.
nolysis reactions.

The presence of a base peak at miz = 94 correspond to the
formation of a phenol ion in gaseous phase in the source gg
shown by the MS-MS coupling. The ion m/z = 94 being se.
lected on the first analyser, permitted to obtain, under ¢oj.
lision in presence of argon, a decomposition Spectrum
(characterized by the ions at miz 66, 65, 55, 39, 38, 27),
which was identical to the one generated by the phenolic mo-
lecular ion (Fig. I).

Further, the collision spectra of the pseudomolecular ions
miz 358 and 372 in ionization by ammonia, confirmed the
presence of a hydrocarbon chain. Figure 2 presents the col-
lision spectra of the ion miz 372 with high intensity ions at
miz 57,71, 85 characteristic of hydrocarbon side chain.

The most appropriate structure for the molecular weights
of M* = 340, 354 and 368 is of the type phenyl-O-(CH)p-
O-phenyl (Fig. 3), an aliphatic chain corresponding to 11,
12 and 13 carbon atoms respectively. The GC-MS analyses
indicate the presence of several isomers for the same mole-
cular wezght which tmplzes that the alzphanc chain could

“have one or more ramifications of the hydrocarbon link.

Antifungal activity

The tests for in vitro inhibition of the urediniospore ger-
mination and germ itube growth included phytoalexm
concentmtzons ranging from 5 to 300 ugiml (1.4 x 1 0721086
x 10 mM). Fi igure 4 and table I indicate differential effect
of ethanol concentrations ranging from 2.5 to 150 pliml on
spore germination and germ tube growth of P. arachidis.

Figure 4 summarises the inhibition of P. arachidis spore
germination after a 3 hour incubation in dark at 25°C.

" Clearly, inhibition of spore germination is not proportional

fo the increasing concentrations of alkyl bis phenyl ethers
(Fig.4). The LD 50 and LD 90 values for the spore germi-
nation were ap Froxzmately 40 ug/ml (12 x 10" 2 mM) and 200
ug/ml (6 X 107°) respectively, while, germ tube growth of P.
arachidis appears to be more sensitive to the phyroalexin
concentrations. In fact, at 10 wg/ml, a 47 % reduction in the
germ tube growth was observed (Table I). But, further in-
crease in phytoalexin concentration had little effect on the
germ tube growth for a 3 hour incubation at 25°C. Repeti-
tion of experiments confirmed that this was not due to an ar-
tifact. Reasons for the limited influence of phytoalexins
observed on the germ tube growth could be either steric
configuration of alkyl bis phenyl ethers limiting their access
to the target, or modification of the membrane permeability
of the parasite similar to the one described in Nectria hae-
matocca for pisatin (Deny and Van Etten, 1983).

DISCUSSION AND CONCLUSION

Research carried out previously on the phytoalexin prodlf'
cing capacity of groundnut plant in response to pathogenit
infections, led to the identification of two major families @
phytoalexins, namely stilbenes and pterocarpanes (AgHe"
m‘ah“et al., 1981 ; Ingham, 1976 ; Keen, 1975 ; Keen ar
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FIG. 1. — Analyse par couplage SM-SM (en impact électronique), en
atmosphére d’argon, de la décomposition de I’ion m/z = 94 sélectionné par
le premier analyseur. On observe la formation d’ions caractensthues i
m/z 66, 65, 55, 39, 38 et 27. — (Decomposition spectrum of the ion miz = 94
obra.ned by coupled Mass spectrometers (MS-MS) under electronic impact in
presence of argon, the ion miz = 94 being selected on the first analyser. Note
Sformation of characteristic ions at miz 66, 63, 55, 39, 38 and 27)
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FIG. 4. — % d’inhibition ir vifro de la germination des urédospores
de Puccinia arachidis en fonction de concentrations croissantes d’alkyl-
bis-phényl éthers, calculé par rapport au témoin éthanel (T. EtOH) et an
témoin général (T. Général). — [In vitro inkibition (%) of urediniospore ger-
mination of Puccinia arachidis at increasing concentrations of alkyl bis phenyl
ethers compared to ethanol control (C. EtOH) and to General control (C. Ge-
neral)]

Y : % d’inhibition de Ia germination des uredospores — {Inhibition (%)
of urediniospore germination]

X : Concentration en alkyl-bis-phényl éthers (jg/mi) — [Concentrarton
of alkyl bis phenyl ethers (ug/ml)]
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FIG. 3. — Structure des alkyl-bis-phény éthers. — (Striséture of alky!

bis pheny! ethers)
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FIG. 2. — Analyse par couplage SM-SM, dans le mode ionisation de champ par l’ammomac, de la fragmentauon de I’ion m/z = 372 séleéctionné par le
premier analyseur. La présence d’ions intenses & m/z 57, 71 et 85 indigue Ia présence d’un maillon hydrocarbone a Iongue chaine. — ( Fragmentation spec-
trum of the ion m/z = 372 obtained by coupled Mass spectrometers (MS-MS} in chemical ionization by ammonia, the ion m/z = 372 being selected on the first
analyser. Intense ions at miz 57, 71 and 85 indicate the presence of a long chain hydrocarbon link.).



