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Resume.—  Des alkyl-bis-phenyl Others ont 6t6 isoles et carac- 
t6ris^s pour la premiere fois en tant que phytoalexines & partir de 
feuilles d ’arachide infectSes par Puccinia arachidis. L’extraction, la 
purification, la caracterisation et l ’activite fongitoxique in vitro de 
ces composes sont dScrits et leur r61e eventuel dans la r6sistance de 
l’hote contre la rouille est discut6.

Mots cl£s. —  Alkyl-bis-ph6nyl ethers, arachide, Arachis hypo
gaea, interactions hote-parasite, mecanismes de defense, Puccinia arachi
dis, phytoalexines, r6sistance, rouille.

Summary.—  Alkyl bis phenyl ethers were isolated, as phyto
alexins fo r  the fir s t time from  groundnut leaves infected with 
Puccinia arachidis. Extraction, purification, characterisation and 
in vitro antifungal activity o f these compounds are described and 
their possible role in the host defence against riist infection is dis
cussed.

Key words. — Alkyl bis phenyl ethers, Arachis hypogaea, de
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IN TRO D U C TIO N

Puccinia. arachidis, agent pathogene de la  rou ille  de l ’a- 
rachide (Arachis hypogaea), est predom inant dans de nom- 
breuses regions arachidieres du m onde e t peut causer 50 % 
de pertes de rendem ent dans les conditions de culture tradi- 
tionnelles (Subrahm anyam  et M cD onald, 1983 ; Savary et 
al., 1988), et ju sq u ’a 79 % de pertes en cas d ’6 pidem ie pro- 
voqu6 e (M ayee et Baheti, 1983). Parm i les m ethodes de lu tte  
disponibles contre cette m aladie, la lu tte  genetique apporte 
une solution efficace e t constirue une form ule particulidre- 
ment adaptee pour les pays en voie de developpem ent. De 
nombreuses variet€s resistantes a la rouille  ont 6t6 caracte- 
ris^es grace aux efforts de p lusieurs equipes de chercheurs 
dans le m onde entier, m ais les m ecanism es de resistance res
tent, a ce jou r, encore peu connus.

Les recherches realisees depuis 15 ans ont perm is de de
a le r  des phytoalexines phenoliques - stilb&nes (Aguamah et 
fl/., 1981; Keen, 1975 ; Keen e t Ingham, 1976) etpterocarpanes 
(Strange e ta l ,  1985) - ou de nature lipidique (Subba Rao eta l., 
1988,1990). Dans cette note, nous presentons 1’isolem ent, la 
Purification, la  caracterisation  et l ’activ ite fongitoxique in 
vitro d ’une nouvelle fam ille de phytoalexines produites par

INTRO D U CTIO N

Puccinia arachidis, causal agent o f  rust disease o f  ground
nu t fA rachis hypogaea) is a m ajor fo lia r  pathogen  in several 
groundnut producing  regions in the world. Y ield losses due 
to rust could attain up to 50  % in fa rm ers’ fie ld s  (Subrah
m anyam  and M cD onald, 1983; Savary  et al., 1988) and  up 
to 79 % in case o f  artific ia l epidem ics (M ayee and  Baheti, 
1983). Am ong various disease control m easures available, 
use o f  resistant varieties is an efficient and better adopted  
one particu larly  to the developing countries. Several rust- 
resistant genotypes have so  fa r  been identified, thanks to the 
efforts o f  various scientists around the world. On the other 
hand, inform ation available on the host resistance m echa
nisms, even today, is very limited.

Research carried out during the p a st 15 years led to the iden
tification o f  phenolic phytoalexins, namely stilbenes (Aguamah  
et al., 1981; K een, 1975; Keen and Ingham , 1976) andpte- 
rocarpans (Strange et al., 1985) or phytoalexins o f  lipid nature 
(Subba Rao  et-al., 1988,1990). In this paper, w e describe iso
lation, purification, identification and the in v itro  antifungal

(1)Legumes Pathology, ICRISAT, PatancheruP .O ., Andhra Pradesh 502 324, Inde. Laboratoire de Phytopathologie, CIRAD-IRHO, B.P. 5035, 34032 M ont- 
Psllier (France)

(2) Laboratoire INRA-CNRS des M6diateurs Chimiques, domaine de Brouessy, 78470 Saint-R6my-les-Chevreuse, (France)
(3) Laboratoire de Phytopathologie, ORSTOM , 911 rue d’AgropoIis, 34032 Montpellier, (France)
(4) ORSTOM, 213, rue L a Fayerte, 75480 Paris, (France)



5 0 2 - Oleagineux, Vol. 46, n° 12 -  Decembre 199}

l ’arachide en reponse a  l ’infection par P. arachidis : les al- 
kyl-bis-phenyl ethers.

M A TE R IEL  E T  M ETH OD ES

• M ateriel vegetal
T outes les extractions sont effec tives a partir de feuilles 

d ’arachide d ’une variete locale de type spanish - so it saines, 
soit infectees naturellem ent par P. arachidis - prelevees au 
champ dans une culture ag6e de deux m ois (parcelles paysan- 
nales proches d ’A bidjan, en C ote-d’Ivoire).

• Extraction
L ’extraction des com poses recherches est effectuee par 

broyage des feuilles dans du m ethanol a 50 % £ raison de
7,5 m l/g de tissus frais (broyeur Om nim ixer, Sorvall). Les 
extraits m ethanoliques sont mis k  m acerer a tem perature am- 
biante et a l ’obscuritependan t 48 heures puis filtres surverre  
fritte  n ° l .  Les filtrats sont concentr6s au quart de leur v o 
lum e par 6vaporation sous v ide a 40°C  (evaporateur Biichi) 
et centrifuges (10 m in. a 15.000 g ; centrifugeuse RC 2-B, 
Sorvall). Ce sum ageant est soum is a une extraction differen- 
tielle par du n-hexane (cet extrait est appele "phase H x"). La 
phase aqueuse a  6t€ ensuite reextraite trois fois par 1’acetate 
d ’ethyle (phase E toA c). Les alkyl-bis-phenyl ethers ont'e te  
d e te c ts  apres purifica tion  par chrom atographie sur couche 
m ince (CCM ) de silice (60 F 2 5 4  ; 0,25 mm d ’epaisseur, 
M erck, France) dans le  systfeme chloroform e : m ethanol 

"(C lf‘rM t;OH')'‘dans_les-proportion'S--5O:02-(-V-/V-)—La-revela- 
tion a  ete realis^e par pu lverisation  d ’une solution saturee de 
chlorure d ’antim oine (SbC l3 ) dans du chloroform e puis par 
chauffage k  120°C pendant 10 min. A chaque etape de la  pu
rification, l’activite fongitoxique a  ete controlee par le "test 
Cladosporium" d6crit precedemment (SubbaR ao e ta l., 1988).

• Purification
Les tests "C ladosporium " ayant m ontre que les com poses 

recherch6s etaient extxaits de la phase aqueuse par 1’acetate 
d ’ethyle, la  purifica tion  a ete poursuivie k  partir de cette 
phase. A pres concentration k  environ 5 m l, celle-ci est depo- 
see sur une colonne atmosph&rique de silice [Longueur (L) 
= 60 cm; D iam etre (Dia) =  1,5 cm]. L ’61ution est faite en 
deux etapes : d ’abord par le  systfeme C lf : M eO H  50:01 
(V/V) puis par le m em e m elange dans les proportions 50:10 
(V/V) (d6bit 1 m l/m in). La D ensite O ptique (DO) des frac
tions recueillies est m esuree a 280 et a  311 nm. La fraction 
contenant l ’activite fongitoxique est c o n c e n tre  puis puri- 
fiee par C hrom atographie L iquide k  H aute Perform ance 
(CLHP) sur une colonne de silice ( 5 | i ; L  = 30 cm ; D ia =  0,95 
cm) ; la  colonne est eluee par un  gradient d ’un m elange 
H x:M eO H  dont les proportions varient de 100:0 a 70:30 
(V/V). La purification  est poursuivie en CLHP sur colonne 
de silice greff6e en C is (5 { i; L  =  30 cm; D ia = 0,95 cm) ; 
1’elution est effectuee par un  gradient d ’un m elange ternaire 
(M eOH : H 2 O : CH 3 COOH) allant de 50:50:01 k  99:0:01 
(V /V)). D ans les deux cas, le gradient e st realise  en 20 min. 
pour un deb it de 1 m l/m in.

• C aracterisation
La fraction purifiee a ete soum ise a une chrom atographie 

en phase gazeuse (CG, C arlo Erba Fractovap 2900); W C OT 
colonne capillaire, L  =  25 m ; D ia =  0,22 m m  ID; HP5 (H ew 
le tt Packard); la tem perature de la colonne varian t entre 180 
et 250°C  k  raison de 2°C  par min. ou a une chrom atographie 
en phase gazeuse couplee a u n  spectrom etre de m asse (CG- 
SM) (N erm ag R10-10 C p ilo te  p a r ordinateur; conditions de

activity o f  a new  fa m ily  o f  phy toa lex in s, the alkyl bis phenyl 
ethers produced in response to infection by Puccinia arachidis

M A T E R IA L S AN D  M ETHOD S

• Plant material

G roundnut leaves either heathly or in fected  by  P.arachi
dis, used fo r  phytoalexin  extraction were collected from  
rust-in fected  p lan ts o f  a tw o-m onth-old loca l Spanish varie
ty grow n in the fa rm er  s’fie ld s  near A bid jan , C dte-d’lvoire.

• Extraction
P hytoalexins were extracted  by grinding (Sorvall Omni

m ixer 230, USA) the leaves in 50  % m ethanol (M eOH) (@
7.5 m ilg fr e sh  w eight) in w ater (H iO ) a fter a thorough wash 
in d istilled  water. M ethanolic extracts were le ft to diffuse in 
dark a t room -tem perature fo r  48  hrs and  filte re d  through 
glass f i lte r  N o .1. F iltered  extracts were concentrated  to 1/4 
volum e at 4 0°C using a rota tory evaporator (Biichi, Switzer
land) and w ere centrifuged fo r  10 m in. a t 15 ,000 g (RC 2-B, 
Sorvall, U .S A ). The supernatant w as extracted  thrice with 
n-hexane (the p hase  was called H x-phase) and the aqueous 
phase w as fu r th e r  extracted  thrice w ith ethyl acetate (and 
this phase was-calledEtOAc-phase-)~A!ky.l bis pheny l ethers 
w ere separated on T L C p la tes  (Silica Gel, 0.25 m m  thick, 60 
F 254 , M erck, France) using a m ixture o f  chloroform  (Clf) 
and M eO H  (50:02 ViV) as so lven t system . Presence o f these 
com pounds w as detec ted  on TLC p la te s  a fter separation, by 
spraying saturated solution o f  antim ony chloride (SbC h) in 
C lf and heating a t 1 2 0 °C fo r  10 min. A t each step o f  the pu
rification process, antifungal activity o f  the com pounds se
para ted  w as tested  using  "C ladosporium  test" as previously  
described (Subba Rao  e t al., 1988).

• Purification

F ollow ing the indications by  "C ladosporium  tests" that 
the antifungal compounds under study were extracted by EtOAc 
fro m  the aqueous phase, fu r th e r  purifica tion  w as carried out 
on the E tO A cphase . E tO A cphase  was concentrated  to 5 ml 
and was separated on an atm ospheric silica colum n [Length 
(L): 60 cm; D iam eter (Dia): 1.5 cm]. C lf and M eO H  were used 
as the solvent system in the proportions, 50:01 VIV followed  
by 50:10 V/V, w ith  a flo w  rate o f l  m l/m in. The O ptical Den
sity (OD) o f  the frac tions collected  was m easured at 280 and 
311 nm. The frac tion  containing the antifungal compound 
w as concentrated and fu r th e r  chrom atographed on a HPLC 
colum n (Silica gel 5]i.; L  : 30  cm; D ia : 0 .95  cm) using a 
M eO H  gradient in H x a t varying  proportions fro m  100:0 to 
70:30 V/V. The purifica tion  w as continued fu r th e r , by sepa
rating the com pounds under study, on another HPLC co
lumn, S ilica  C 18 (5(a; L  : 30  cm; D ia : 0.95 cm). The eluting 
system  used w as M eO H  : H 2O : CH 3C OO H  in p r o p o r t io n s  
varying fro m  50:50:01 to 99:0:01 V/V. In both the chroma
tographies, so lven t grad ien t w as established in 20 min. with 
a flo w  rate o f  1 ml/min.

• Characterisation .

The purified  frac tions w ere subjected to a  G as C h r o m a t o  

graphy (G C) [(Carlo E rba F ractovap 2900); W C OT cap1 
lary colum n; L  : 25  m; In ternal D ia : 0.32 m m; H P5 ( ^ eW^Q  
P ackard); tem perature o f  the colum n-varied between 1° 
a n d 250°C a t the rate o f2°C /m in .] or a gas c h r o m a to g r a p  J  
coupled w ith  a M ass Spectrom eter (M S) (Nerm ag RIO-10 
m onitored by a com puter). GC conditions: L  : 25 m; Intern
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CG : colonne capillaire, L  = 25 ra; D ia = 0,32 mm ID , CP 
Wax 57CB W C OT; tem perature varian t de 140 & 250°C h. 
raison de 10°C p a r m in.). Les etudes sont confortees par le 
couplage de deux spectrom etres de m asse (SM -SM ) pour l ’a- 
nalyse des principaux ions. Cette analyse a e te  realisee a 
1’aide d ’lin trip le quadripole sur spectrom etre N erm ag R30- 
10 C. L ’ion m /z =  94 etant selectionne par le prem ier analy- 
seur conduit a un spectre de decom position - sous collision 
en presence d ’argon - identique k  celu i genere par l ’ion mo- 
leculaire du phenol.

TEST IN  VITRO DE L’ACTIVITE FONGITOXIQUE

• Test "Cladosporium"

Ce test est realise  sur les plaques de silice apres separation 
par CCM selon les m ethodes decrites anterieurem ent (Subba 
Rao et al., 1988).

• Test d ’inhibition de la germ ination et de la 
croissance du tube germ inatif des uredospores 
de P. arachidis, in vitro

Les m ethodes em ployees sont essentiellem ent celles de
crites par Subba Rao et al., (1988, 1990). Les observations 
ont et6  realisees au m icroscope (O lym pus) sur deux series 
d’echantill'ons: d ’une part, des spores en suspension dans les 
milieux com portant des concentrations croissantes de phy- 
toalgxines, d ’autre part, une suspension de spores dans un 
milieu-tem oin ne com portant pas d ’extrait m ais des volum es 
equivalents de solvant (de 0,25 a 15% d ’ethanol absolu). Un 
"temoin general" est egalem ent realise dans Iequel le solvant 
est rem place par de l ’eau afin d ’evaluer l ’aptitude germ ina- 
tive de chaque lot de spores e t d ’en deduire l ’effet de 1 ’etha- 
nol. Pour chaque concentration et pour chacune des six 
repetitions, les observations ont concem e environ 400 
spores pour 1’inhibition de la germ ination et quatre repeti
tions a raison de 13 spores par repetition  pour la  croissance 
du tube germ inatif. Les resultats sont exprim es en pourcen- 
tage d ’inhibition  par rapport aux deux tem oins.

D ia : 0 .3 2  mm, CP Wax 57C B WC OT; tem perature ranging  
fro m  140 to 250°C  at the rate o f  10°Clmin.

Analysis o f  the principal ions was facilita ted  by coupling two 
Mass spectrometers (MS-MS) and was carried out with the help 
o f  a triple quadripole on the M ass spectrometer Nerm ag R30- 
10 C. The ion m /z = 94 being selected  on the f i r s t  analyser, 
perm itted  to obtain, under collision in presence o f  argon, a 
decom position spectrum , w hich was identical to the one ge
nerated by the pheno l m olecular ion.

IN VITRO TESTS FOR ANTIFUNGAL ACTIVITY

• "Cladosporium " test

The antifungal activity o f  the com pounds w as tested  on 
TLC p la tes as described previously  (Subba R ao  et al., 1988).

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

The testing procedure w as sim ilar to the one described by 
Subba R ao  e ta l., (1988,1990). Observations were made using  
an Olympus m icroscope on two series o f  sam ples. In  the f ir s t  
series, spore suspensions contained increasing concentra
tions o f  the phytoa lexins (d issolved in absolute ethanol), 
w hile in the second one, the spore suspensions d id  not 
contain phytoa lexins but, equivalent quantities o f  the so lven t 
(0.25 to 15  % absolute ethanol). A  "general control", in  
w hich the solvent was replaced by w ater w as also included  
in the experim entation in order to estim ate the e ffect o f  so l
vent (absolute ethanol) alone, on the spore germ ination and  
on germ  tube grow th. Around 400 spores per replication were 
observed fo r  estimating the effect o f  each o f  the phytoalexin  
concentrations on the spore germ ination, w hich were rep li
cated  six times, w hile, 13 spores per replication and fo u r  re
plications per concentrations were considered fo r  evaluating 
the phytoalexin effect on the germ tube growth. The results are 
expressed in percentage o f inhibition calculated with reference 
to each o f  the controls, i.e., absolute ethanol and water.

RESU LTATS

Parm i les substances inhibitrices elaborees contre le P uc
cinia arachidis apres inoculation ex p e rim en ta l, un  groupe 
de produits, ju sq u ’alors inconnus, presente les caracteristi- 
ques chrom atographiques ci-dessous:

-  en CCM  sur plaque de silice, avec le  m elange Clf- 
M eOH (50:02) pour eluant, Rf = 0 ,22 ;

-  en CLHP sur colonne de silice (L = 30 cm ; D ia =  0,95 
cm), eluee au debit de 1 m l/m in. successivem ent par 
l ’hexane puis p a r un gradient d ’acetate d ’ethyle - de 
0 a 30% - dans l ’hexane, le tem ps de retention est de 
55 min.

Ces substances sont colorees en jaune p a r le S bC b  apres. 
chauffage a 120°C pendant 10 minutes.

D ’apres les etudes de spectrom etrie de m asse, leu r struc
ture est du type phenyl-0 -(CH 2 )n- 0 -phenyl, com portant une 
chaine aliphatique de longueur variable. Ces substances se 
caracterisent, en im pact eiectronique, p a r un  pic de base a 
ft/z =  94. Les ions les plus caracteristiques correspondent & 
ft/z =  85, 83, 71, 69, 57, 55, 43, 41. Certains ions sont de
f i e s  sous form e de traces & m /z = 182 et 196 ou 168, 210. 
C*ans lem ode  d ’ionisation  de cham p p a r i ’am m oniac des pics 
ds m asse M +  18 correspondent aux ions 358 ,372  e t 386. Les

R E SU LTS

A m ong the antifungal com pounds produced  by groundnut 
p lan ts  fo llow ing  artific ia l inoculations w ith  P. arachidis, a 
group o f  com pounds, so fa r  not reported, possess the fo l lo 
w ing chrom atographic characters:

-  R f=  0.22 in C lf.M eO H  (50:02 V/V) as eluting system ;

-  retention tim e was 55  m in. on a H PLC  colum n (Silica  
gel; L  = 30  cm; D ia : 0.95 cm) when eluted by hexane  
fo llo w ed  by a gradien t o f  ethyl acetate in hexane, fro m
0 to 30 %, w ith a flo w  rate o f  1 m l/m in.

These com pounds turn yellow  by S b C h  a fter heating a t 
120°C fo r  10 min.

M ass spectrom etric studies show  tha t the structure o f  
these com pounds is o f  the type, phenyl-0-(C H 2)n-0  -phenyl, 
with an a liphatic chain o f  varying lengths. U nder electronic  
im pact, the base p ea k  w as observed a t m /z  =  94 an d  the  
characteristic ions a t m /z = 85, 83, 71, 69, 57 , 55 , 43, 41 
w hile, certain ions w ere fo u n d  in traces a t m /z = 182 and  196  
or 168, 210. In  the chem ical ionization by am m onia, the 
m ass peaks M  + 1 8  correspond to the ions 3 5 8 ,3 7 2  and  386. 
The m olecular w eights w ere fu r th e r  confirm ed using nitro-
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m asses m oleculaires sont confirm ees par des spectres etablis 
en ionisation  de champ avec le m onoxyde d ’azote qui inter- 
agit avec les ethers e t les noyaux phenoliques.

Les produits d ’hydrogenation  catalytique, k tem perature 
am biante e t en p r 6 sence d ’ oxyde de p latine dans le  m ethanol, 
ne sont pas detectables. Ceci exclut l ’hypothese de la p re
sence d ’une substance tres polaire. De m 6 me, l ’existence 
d ’une chaine lineaire polyinsaturee n ’est pas compatible avec 
les resultats des reactions d ’epoxydation et d ’ozonolyse.

La p r6 sence du pic de base k m /z =  94 correspond a  la  fo r
m ation en phase gazeuse d ’un ion phenol dans la  source, de- 
m ontree par couplage SM -SM . L ’ion m /z =  94, s61ectionne 
par le  prem ier analyseur, conduit a un  spectre de decom po
sition, sous collision en presence d ’argon, caracterise par les 
ions m /z 6 6 , 65, 55, 39, 38, 27 identique a  celu i genere par 
l ’ion m oleculaire du phenol (Fig. 1).

D ’autre part, en SM - SM, les spectres de collision des ions 
pseudom oleculaires m /z 358 e t 372 en ion isation  de champ 
par 1 ’am m oniac confirm ent la  presence d ’une chaine hydro- 
carbonee. L a figure 2 represente le spectre de collision de 
l ’ion m /z 372 avec des ions intenses a m /z 57, 71, 85 carac- 
teristiques d ’un  m aillon hydrocarbone k  longue chaine.

La structure la  plus compatible avec les masses moleculaires 
de M+ = 340, 354, et 368 du type phenyl-0 -(CH 2 )n-0 -phenyl 
(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  presence de plusieurs isom eres pour 
une m 6 me m asse m oleculaire. Ceux-ci peuvent coirespondre 
a  la  presence d ’une ou de plusieurs ram ifications du m aillon 
hydrocarbone.

Rr-opr-ietes-bi o 1 ogiques-
Les tests d ’inhibition in vitro  de la  germ ination e t de la 

croissance du tube germ inatif des uredospores de P. arachi
dis on t ete realises pour des concentrations varian t entre 5 et 
300 jig/m l, so it de 1,4 x  10 ' 2  k  8 6  x  10‘ 2  mM . L ’ethanol aux 
concentrations de 2,5 a 150 [ll/m l influe differem m ent sur la 
germ ination des spores e t sur la croissance des tubes germ i- 
natifs (Fig. 4  et Tabl. I).

La figure 4 recapitule l ’inhibition de la  germ ination de spores 
de P. arachidis pour une incubation de 3 heures k l ’obscurite et 
a la tem perature de 25°C. Cette inhibition n ’est pas proportion- 
nelle a la concentration d ’alkyl-bis-phenyl ethers. La dose i e -  
tale (DL) 50 pour la germ ination des spores est de 1’ordre de 
40 {ig/ml (12 x  10- 2  m M ), la  dose letale 90 correspondant a 
200 |J.g/ml ( 6  x  10 ' 1 mM ). L ’elongationdes tubes germ inatifs 
de spores de P. arachidis  appara itp lus sensible a l ’action de 
la phytoalexine. En effet, des la  concentration de 10 (Xg/ml 
s ’observe une reduction  de croissance de l ’ordre de 47 % 
(Tabl.I). Paradoxalem ent, l ’augm entation des concentra
tions de 1’inhibiteur influe peu sur In v o lu tio n  des tubes ger
m inatifs au cours d ’une periode de 3 heures k  25°C . La 
repetition  des experiences tend k  indiquer q u ’il ne s ’agit pas 
d ’un artefact. L ’incidence de la  concentration  en inhibiteur 
sur ce second processus pourrait £tre lim itee, so it par l ’en- 
com brem ent sterique des alkyl-bis-phenyl ethers lim itant 
l ’accfes & leur cible, so it par une m odification de perm 6 abilite 
m em branaire chez le parasite  sem blable a celle decrite chez 
le N ectria  haem atococca  pour le p isatine (D enny et V an Et- 
ten, 1983).

gen m onoxide w hich reacts with ethers and the phenolic nu 
clei.

The com pounds o f  catalytic hydrogenation were not de
tected  a t room  tem peratures in presence o f  p la tinum  oxide 
These results ruled out the existence o f  highly polar 
compounds. Sim ilarly, p resence o f  a po lyunsa tura ted  linear 
chain w as a lso  ruled  ou t based on the epoxidation and ozo- 
nolysis reactions.

The presence o f  a base p ea k  a t m /z =  94 correspond to the 
fo rm a tion  o f  a phenol ion in  gaseous phase  in the source as 
show n by the M S-M S coupling. The ion m /z — 94 being se
lected  on the f i r s t  analyser, perm itted  to obtain, under col
lision in presence o f  argon, a decom position spectrum  
(characterized by the ions a t m /z 66, 65, 55, 39, 38, 27), 
w hich was identical to the one generated by the phenolic mo
lecular ion (Fig. 1).

F urther, the collision spectra o f  the pseudom olecular ions 
m /z 358  and 372 in ionization by am monia, confirm ed the 
presence o f  a hydrocarbon chain. F igure 2 p resen ts the col
lision spectra o f  the ion m /z 372 with h igh in tensity ions at 
m /z 57 , 71, 85 characteristic o f  hydrocarbon side chain.

The m ost appropria te structure fo r  the m olecular weights 
o fM + =  340, 354 and 368 is o f  the type phenyl-0-(C H 2)n‘ 
O -phenyl (Fig. 3), an a liphatic chain corresponding to 11, 
12 and  13 carbon atom s respectively. The G C-M S analyses 
indicate the presence o f  several isomers fo r  the sam e mole
cular w eight which im plies that the a liphatic chain could 
have one or m ore ram ifications o f  the hydrocarbon link.

Antifungal activity
The tests fo r  in  vitro inhibition o f  the urediniospore ger

m ination and  germ  tube grow th included phytoalexin  
concentrations ranging fro m  5 to 300 \Xg/ml ( 1 .4 x 1 0 '  to 86 
x  10 '2 mM). F igure 4 and table I  indicate d ifferentia l effect 
o f  ethanol concentrations ranging fro m  2.5 to 150  |xl/m l on 
spore germ ination and germ  tube grow th o f  P. arachidis.

F igure 4 sum m arises the inhibition o f  P. arachidis spore 
germ ination a fter a 3 hour incubation in dark a t 25°C. 
Clearly, inhibition o f  spore germ ination is no t proportional 
to the increasing concentrations o f  alkyl bis pheny l ethers 
(Fig. 4). The LD 50 and LD 90 values fo r  the spore germi
nation w ere approxim ately 40  \xg/ml ( 1 2 x 1 0 ' m M ) and 200
1xg/m l (6  x  10 ' ) respectively, w hile, germ  tube grow th o f  P. 
arachidis appears to be m ore sensitive to the phytoalexin  
concentrations. In  fa c t , a t 10  Jxg/ml, a 4 7  % reduction in the 
germ tube growth w as observed (Table I). B ut, fu r th er  in
crease in phytoalexin  concentration had little e ffect on the 
germ  tube grow th fo r  a 3 hour incubation a t 25°C . Repeti
tion o f  experim ents confirm ed tha t th is was no t due to an ar
tifact. R easons fo r  the lim ited  influence o f  phytoalexins 
observed on the germ  tube growth could  be either steric 
configuration o f  a lkyl bis pheny l ethers lim iting their access 
to the target, or m odification o f  the m em brane perm eability  
o f  the parasite  sim ilar to the one described in  N ectria hae- 
m atocca fo r  p isa tin  (D eny and  Van E tten, 1983).

D ISCU SSION  E T  CO NCLU SION

D e nom breuses etudes anterieures realisees sur la capacite 
de l ’arachide a produire des phytoalexines, en reponse a l ’in- 
fectionparasitaire, avaient conduit a  l ’identification de deux fa
milies de composes : les stilbenes et les pterocarpanes 
(Aguamah e t a l ,  1981 ; Ingham , 1976 ; K een, 1975 ; K een

D ISC U SSIO N  AN D  CONCLUSION

R esearch carried ou t previously  on the phytoa lexin  produ
cing capacity o f  groundnut p la n t in response to pathogenic 
infections, led  to the identification o f  two m a j o r  fam ilies of 
phytoalexins, nam ely stilbenes and pterocarpanes (Agua' 
mah et al., 1981; Ingham, 1976; Keen, 1975; Keen ^
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FIG. 1. —  Analyse par couplage SM-SM (en impact electronique), en 
atmosphere d’argon, de la decomposition de l ’ion m/2 = 94 selectionne par 
le premier analyseur. On observe la formation d ’ions caracteristlques k
m/z 66,65, 55 ,39 , 38 et 27. —  (Decomposition spectrum o f the ion m/z — 94 
obtained by coupledM ass spectrometers (MS-MS) under electronic impact in 
presence o f  argon, the ion m lz = 94 being selected on the f ir s t  analyser. Note 
form ation o f  characteristic ions a t m lz 66, 65, 55, 3 9 ,3 8  and 27)

FIG. 4. —  % d’inhibition in  vitro de la  germination des uredospores 
de Puccinia arachidis en fonction de concentrations croissantes d’alkyl- 
bis-phenyl ethers, calcule par rapport au temoin ethanol (T. EtOH) et au 
temoin general (T. General). —  [In vitro inhibition (% )ofurediniospore ger
mination o/Puccinia arachidis a t increasing concentrations o f  alkyl bis phenyl 
ethers compared to ethanol control ( C. E tO H ) and to General control (C. Ge
neral)]

Y : % d’inhibition de la germination des uredospores —  [Inhibition (%) 
o f  urediniospore germination]

X : Concentration en alkyl-bis-phenyl ethers (|!g/ml) —  [Concentration 
o f  alkyl bis phenyl ethers (jig/ml)]

(c h 2v O
FIG. 3. —  Structure des alkyl-bis-phenyl ethers. —  (Structure o f  alkyl 

bis phenyl ethers)

18

71
372

42

57
I
i

85

93

206 239 256
299 307

320

20 40 60 100  120 140 1-60 180 200 220
" 11" 
240 260 280 300  320 340 360  380

FIG. 2._—  Analyse par couplage SM-SM, dans le mode ionisation de champ par Pammoniac, de la fragmentation de 1’ion m/z = 372 se lec tio n n e  par le 
premier analyseur. La presence d’ions intenses k  m /z  57, 71 et 85 indique la presence d’un maillon hydrocarbone a  longue chaine. —  ( Fragmentation spec
trum o f the ion mJz = 372 obtained by coupled M ass spectrometers (MS-MS) in chemical ionization by ammonia, the ion mlz = 372 being selected on the fir s t 
analyser. Intense ions at mlz 57, 71 and 85 indicate the presence o f  a long chain hydrocarbon link.)


